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Résumé en français
Les interactions du facteur de transcription EKLF avec les co-activateurs p300/CBP
et le complexe de remodelage de la chromatine SWI/$NF, ainsi qu’avec le co-répresseur
HDAC pourraient placer ce facteur au centre de l’intégration de signaux dans
l’érythropoïèse. Nous avons investigué le rôle de EKLF dans la régulation épigénétique
du locus de la globine f3 humaine. Pour ce faire, nous avons isolé des populations de
progéniteurs et de cellules érythroides proficientes et déficientes pour EKLf à partir de
foies foetaux de foetus transgéniques. Nous avons établi le patron des modifications des
histones du locus pour les quatre populations de cellules isolées. Nous avons observé
que l’acétylation générale des histones du locus augmente durant la différenciation. Nos
résultats suggèrent que cette augmentation d’acétylation est dépendante de EKLF.
Comme EKLf est également exprimé dans les cellules érythroides primitives, nous
avons vérifié s’il influence l’acétylation à ce stade. Nos résultats suggèrent que EKLf
est important pour un haut niveau d’acétylation de la région du HS3 dans ces cellules.
EKLF pourrait donc influencer, de façon directe au indirecte, I’acétylation du locus dans
les cellules érythroides primitives et définitives.
Mots clés histone, acétylation, méthylation, progéniteur hématopoiétique, cellule
éiythroide définitive primitive
iv
Résumé en angiais
Since EKLf transcription factor can interact with coactivators such as p300/CBP and
SWI/SNF remodelling complex, and with the corepressor HDAC, it could 5e a good
candidate able to integrate signalling in erythropoiesis. We have investigated the role of
EKLf in epigenetic regulation ofthe human f3-globin locus in transgenic mice. We have
isolated progenitors and eiythroids celis wild type or knockout for EKLF from fetal
liver. We have established the histone modification pattem of the four populations we
have isolated. We observe higlier histone acetylation of the locus in more mature celis.
Our resuits suggest that the acetylation status is dependant on the presence of EKLF.
Moreover, since EKLf is expressed in primitive eiythroid celis, we have investigated if
EKLF could influence the acetylation status in these celis. It seems that EKLF is also
required for histone acetylation in these ceils, at least in the HS3 region. So, EKLF
could directly or indirectly influence the establishment of acetylation at the f3-globin
locus in both primitive and definitive erythroid ceils.
Key words: histone, acetylation, methyl ation, hematopoietic progenitor ceil, definitive
and primitive erythroid celi
Table des matières
Résumé en français iii
Résumé en anglais iv
Liste des tableaux vii
Liste des figures viii
Liste des sigles et des abréviations ix
Liste des sigles et des abréviations ix
Remerciements xii
1. Introduction 1
1.1. Hématopoïèse définitive 2
1.2. La g]obine 5
1.2.1 LeLCRdelaglobine 6
1.3. La régulation épigén étique et la globine 9
1.3.1 Chromatine 9
1.3.2 Facteurs de transcription 14
1.4 EKLf dans ]a régulation épigénétique 18
1.4 Résumé 20
1.5 Prémisse 20
1.6 Hypothèse 21
2. Matériel et méthodes 23
2.1 Lignées de souris 24
2.2 Cytométrie 24
2.2.1 Cellules érythroides de foie foetal 24
2.2.2 Cellules de type progéniteur de foie foetal 24
2.3 Isolation de cellules érytbroides primitives 25
2.4 Culture en milieu semi-solide de méthy]cellulose 26
2.5 Analyse de l’expression dans les cellules enrichies en progéniteurs 26
2.5.1 Transcription inverse et PCR en une étape «One step RT-PCR» 26
2.5.2 «Essai de transcription inverse standard» 27
2.6 Immunoprécipitation de la chromatine 27
2.7 Analyse semi-quantitative par PCR radioactif en duplex 28
vi
3. Résultats .30
3.1 Établissement des populations de cellules 31
3.1.1 Cellules de la lignée érythroide 31
3.1.2 Isolation des cellules de type progéniteur 33
3.2 Expression de EKLF dans les cellules enrichies en progéniteurs 37
3.3 Expression des gènes adultes de la globine f dans les progéniteurs 39
3.4 Acétylation des histones et EKLF 41
3.5 Rôle de EKLF dans les cellules érythroides primitives 50
3.6 La di-méthylation des histones et EKLf 53
4. Discussion 56
4.1 Réactivité des cellules EKLf knock-out à l’anticorps TER-119 57
4.2 EKLF est exprimé dans les progéniteurs CD31Ly6C 5$
4.3 Expression basale des gènes adultes de la globine f dans ]es cellules
enrichies en progéniteurs 59
4.4 Différences entre les cellules de la moelle osseuse et des cellules du foie
foetal 60
4.5 Influence de EKLF sur l’acétylation des histones 62
4.6 EKLf dans les cellules érythroides primitives 65
4.7 Influence de EKLf sur la di-méthylation 65
4.8 Rôle de EKLF dans la structure de la chromatine 66
5. Références 69
Annexe I xiii
vii
Liste des tableaux
Tableau I: Liste des amorces utilisées 29
Tableau II: Essai clonogénique en méthyl-cellulose à partir de cellules de foie foetal
14,5dpc 33
higii -Tableau III: Capacite de 500 cellules CD31 Ly6C a former des co]onies en
méthyl-cellulose 37
viii
Liste des figures
Figure 1 : Schéma de l’hématopoïèse définitive adapté de Charpentier 1996 2
Figure 2 : Expression du marqueur de surface TER-119 32
Figure 3: Exemple de tri de cellules de type progéniteur de foie foetal 14,5dpc 34
Figure 4: Exemple de tri de cellules de type progéniteur de foie foetal EKLF knock
out 14,5dpc 35
Figure 5: Représentation schématique des populations de cellules utilisées dans ce
travail adapté à partir du volume de Charpentier (1996) 36
Figure 6: Expression de EKLF dans les cellules enrichies en progéniteurs 38
Figure 7 : Expression des gènes adultes de la globine murine et humaine dans les
cellules enrichies en progéniteurs 40
Figure 8 : Exemple d’échantillons de ChIP 43
Figure 9 : Patron d’acétylation des histones H3 et H4 dans les cellules érythroides.
44
Figure 10 : Patron d’acétylation des histones 113 et H4 dans les cellules de type
progéniteur 45
Figure 11: Acétylation des histones H3 en présence et en absence de EKLF 47
Figure 12 : Acétylation des histones 114 dans les cellules érythroides en présence ou
en absence de EKLF 48
Figure 13 : Acétylation des histones H3 de la région du promoteur et de la région
codante du gène 49
Figure 14 : Acétylation des histones 114 de la région du promoteur et de la région
codante du gène f 50
Figure 15 : Acétylation des histones de la région du HS3 dans les cellules
érythroides primitives 51
Figure 16 : Acétylation des histones de la région du promoteur 1 dans les cellules
érythroides primitives 52
Figure 17 : Di-méthylation de la lysine 4 de l’histone 113 54
Figure 1$ : Di-méthylation de H3K4 dans la région du gène f 55
ix
Liste des sigles et des abréviations
ACf: ATF-utiÏizing chromatin assernbly and remodelingfactor
ADN: acide désoxyribonucléique
ADNc: acide désoxyribonucléique complémentaire
AML: acute myeloid Ïeukemia
ARN: acide ribonucléique
ARNm: acide ribonucléique messager
ATP: adénosine 5’-triphosphate
ATPase: adénosine triphosphatase
BfU-E: burstforming unit-erythroid
CBP: CREB bindingprotein
CfC: coÏonyforming celi
CFU-E: colonyforming unit-erythroid
CfU-Eo: coÏonyforming unit-eosinophile
CFU-G: coÏonyforming unit-granulocyte
CFU-GEMM : colonyforming unit-granulocyte eiythroid macrophage megakaiyocyte
CfU-GM: colonyforming unit-granuÏocyte macrophage
CfU-M: colonyforming unit-macrophage
CfU-Mast: coÏonyforrning unit-mastocyte
CfU-Meg: colonyforming unit-megacalyocyte
ChIP : chromatine inlmunopreczpitation
CHRAC: chrornatin accessibility complex
DNasel: désoxyribonucléase I
dpc: jour après le coït
DRB : 5 ,6-dichloro- I -f3-D-ribofuranosyl-benzimidazol e
E : enrichissement
EB: embiyoid body ou corps embryonnaire
EKLf: Eiyrhroid Krippel Ïikefactor
E-RC I: EKLF coactivator-remodeÏing compÏex]
FACS :fluorescent-activated ceil sorting
XFBS:fetaÏ bovine serum
FITC:Jluorescein isothiocyanate
FKLF:fetaÏ Krippel Ïikefactor
FOG-1 :friend oJGATA-]
GAPDH t gÏyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GATA-1: facteur de transcription liant la séquence GATA
GP : glycophorine
h : heure
H3A: histones H3 acétylées
H4A: histories H4 acétylées
H3K4 : historie 3 lysine 4
H3K4: historie H3 lysine 4
H3K9: histone H3 lysine 9
HAT: histone acetyl transferase
hBRGI: human BRG]
hBRM: human BRM
HDAC: historie deacetylase
HPC: hematopoietic progenitor celi
HS: hypersensitive site
HSC : hematopoietic stem ceit
IgG: immunoglobuline G
ISWI: imitation SWI
IVS: intervining sequences
K t lysine
kb :1000 paires de bases
LCR: locus control region
Ln2 t lignée 2 ou une 2
Lys: lysine
MEL: mouse eiythrolenkem ia
mm: minute(s)
M-MLV RT: ,nolonev murine Ïeukemia virus reverse transcrijtase
xi
Nf-E2: nuctearfactor eiythroid 2
nm: nanornètre
NURf: nucleosorne-rernodelingfactor
pb: paires de bases
PB$: phosphate-buffered saline
PCR: polyrnerase chain reaction
pmol: picomol
rh: recombinant humain
mi: recombinant murin
R-PE: R-phycoeiythrin
RT-PCR: reverse transcrtptase couple poÏymerase chain reaction
Sav-TC: streptavidin tri-color conjugated
Sec: seconde(s)
SWI/SNF: switching and/or sucrose nonfermentor
u: seuil de probabilité ou de signification
[3 prom: région du promoteur (3
f3gène: région codante du gène (3
y prom: région du promoteur y
y gène: région codante du gène ‘y
2. : marqueur de poids moléculaire
°C: degré Celsius
égale
%: pourcentage
-I- : knock-out
+1+ : wild-type
xii
Remerciements
Je tiens à remercier mon directeur de recherche, Dr Éric Milot, et Dre Stefania Bottardi
pour leur aide précieuse, leur implication dans le projet et la communication de leur
savoir théorique et pratique. Merci aux membres du laboratoire pour leur aide
technique. Un merci particulier à Caroline Valat et Sébastien Landiy pour leur lecture
critique de mon mémoire. Merci à Sophie Ouellet pour les phénotypes et les tris
cellulaires. Merci à Antonia Balassy pour son aide avec les essais clonogéniques en
particulier lors de l’identification des colonies. Merci à Silvana Lachance pour son bon
moral à chaque jour et sa sagesse de grand-maman. Un merci particulier à Benoit pour
avoir été présent dans ma vie dans certains moments plus difficiles.
1. Introduction
21.1. Hématopoïèse définitive
L’hérnatopoïèse est le processus par lequel les différentes cellules du sang sont
formées et renouvelées. Chez l’adulte, la moelle osseuse est le site principal de
Les cellules souches hématopoïétiques occupent la plus haute marche hiérarchique. Les différents
progéniteurs sont CfU-GEMM (coïony fonning unit-granulocyte eiythroid macrophage nzegakarvocvte),
BFU-E (burstfonning unit-eiythroid), CfU-E (colonyfonning unit-e;ythroid), CFU-GM (colonyfonning
unit-granulocyte niacrophage), CfU-G (coÏonvfonning unit-granulocyte), CfU-M (coÏonyforming unit-
macrophage), CfU-Meg (colony forming imit-megaca,yocyte), CfU-Mast (colony forming unit
mastocyte), CFU-Eo (colony forming unit-eosinophiÏe), Pré-B et PréT. L’embranchement de
l’érythropoïèse est indiqué en gras.
l’hématopoïèse. Chez l’embryon, deux sites se succèdent : le sac vitellin et le foie foetal.
Quelques rares cellules souches hématopoïétiques (HSC) sont à l’origine de toutes les
cellules sanguines (figure I, page 2). Ces cellules ont la capacité de se renouveler et de
se différencier pour donner naissance à de nombreuses cellules différenciées.
Figure I : Schéma de l’hématopoïèse définitive adapté de Charpentier 1996
3Les cellules faisant partie de l’hématopoïèse peuvent être classées selon leurs stades
de différenciation. La première classe est celle des HSC. Ces cellules sont définies par
les caractéristiques suivantes elles sont pluripotentes et indifférenciées, et elles sont
capables de s’autorenouveler et de proliférer (revu par Orkin, 2000). La deuxième
classe est celle des progéniteurs. Les progéniteurs sont formés par la différenciation des
HSC. Les progéniteurs peuvent être orientés vers une lignée cellulaire. Ces cellules
sont capables de proliférer et de s’autorenouveler à court terme, mais elles ont perdu la
capacité de le faire à long ternie. Grâce à leur capacité à former des CfC (colony
forming celÏs), on peut mettre en évidence les progéniteurs d’une population par essai
clonogénique en milieu semi-solide de méthyl-cellulose (revu par Charpentier, 1996).
La troisième classe de cellules est celle des précurseurs. Cette classe est générée par les
cellules progéniteurs et elle est caractérisée par la maturation des cellules commises. Le
potentiel prolifératif y est moins élevé que dans les deux classes précédentes (revu par
Charpentier, 1996). De plus, on y retrouve l’expression de protéines lignées spécifiques.
Dans la dernière classe, on retrouve les cellules sanguines matures. Ces cellules sont
spécialisées pour des fonctions précises et elles ne prolifèrent plus (revu par Charpentier,
1996). Selon le stade de différenciation, les cellules expriment des antigènes de surface
qui so]]t spécifiques à leur lignée. Pour caractériser la lignée et le stade de
différenciation d’une cellule, il est souvent nécessaire d’utiliser plus d’un antigène de
surface.
Plusieurs recherches focalisent présentement sur l’élucidation du processus qui est à
l’origine de la différenciation des HSC et de ce qui décide dans quelle branche de
l’hématopoïèse les HSC se destinent. L’hypothèse du “lineage priming” propose
qu’avant l’engagement de la cellule vers une lignée cellulaire ou une autre, les gènes de
différentes lignées sont exprimés en même temps (revu par Orkin, 2003). La présence
de plusieurs programmes d’expression de gènes de lignées différentes à un niveau faible
ou partiel dans les HSC, pourrait leur permettre de s’engager rapidement dans une lignée
spécifique suite à des signaux intra- ou extra-cellulaires (revu par Orkin, 2003).
L’hypothèse du “Jineage priming” a été élaborée suite à l’observation que dans des
cellules individuelles de types hématopoïétiques multipotentes, plusieurs facteurs de
4transcription et gènes de différentes lignées spécifiques sont exprimés simultanément
(Hu et aÏ., 1997). Depuis l’étude de Hu et al. (1997), d’autres résultats ont corroboré à
cette hypothèse notamment ceux de Miyamoto et aÏ. (2002) et de Ye et aÏ. (2003).
L’érythropoïèse est la branche de l’hématopoïèse qui dorme naissance aux
érythrocytes (embranchement en gras de la figure 1, page 2). Les cellules souches
rnyéloïdes se différencient pour donner naissance à différents progéniteurs. Les
progéniteurs CfU-GEMM sont commis aux lignées de cellules granulocytes,
érythroides, macrophages et mégacaryocytes, tandis que les progéniteurs BFU-E et
CFU-E sont tous deux commis à la lignée des cellules érythroides seulement. On peut
observer la présence de ces progéniteurs in vitro en méthyl-cellulose supplémenté de
facteurs de croissance après 5 à 14 jours de culture (revu par Speck et al., 2002). Les
CFU-GEMM sont plus précoces que les BFU-E qui eux sont plus précoces que les CfU
E. En méthyl-cellulose, cette caractéristique est visualisée par la taille des colonies
formées, donc les CFU-GEMM étant les plus précoces, ils vont former de plus grandes
colonies composées de cellules mixtes (Stem CelI Technologies, 2003). Lors de la
différenciation, les CfU-E, les progéniteurs les plus différenciés, vont donner naissance
à une série de précurseurs érythroides. Selon leur degré de maturation, les précurseurs
de la lignée érythroide expriment, en plus ou moins grande quantité, des protéines
érythroides spécifiques. Plus les précurseurs érythroides sont matures, plus ils
accumulent de l’hémoglobine. À la fin du processus de maturation, les cellules
érythroides expulsent leur noyau et migrent dans le sang (revu par Charpentier, 1996).
L’hématopoïèse définitive réfère au système hérnatopoïétique foetal et adulte, tandis
que l’hématopoïèse primitive réfère au système hématopoïétique embryonnaire (revu par
Speck et al., 2002). Les cellules érythroides primitives (ou embryonnaires) sont formées
dans les îlots vasculo-sanguins du sac vitellin (revu par Palis et Yoder, 2001). Les
cellules érythroides primitives conservent leur noyau, comparativement aux érythrocytes
définitives qui expulsent leur noyau à la fin de leur maturation. En plus des cellules
érythroides primitives, on retrouve également des macrophages primitifs. Cependant, la
5formation de cellules de la lignée lymphoïde se fait seulement au stage plus avancé du
développement (revu par Speck et al., 2002).
1.2. La globine
La composante des érythrocytes qui permet le transport de l’oxygène est
l’hémoglobine. L’hémoglobine est composée de deux chaînes u-globine et deux chaînes
3-globine, chacune étant associée à un groupement hème (revu par Marieb, 1999). La
production des chaînes u et f3 se fait parallèlement et en quantité égale. La balance entre
les deux types de chaînes est très importante. Par exemple, si la production de la chaîne
f3 diminue, les chaînes u se retrouvent en excès. L’excès provoque la précipitation des
chaînes u au niveau des précurseurs érythroides ainsi que la destruction de ces cellules.
Cette déficience de l’érythropoïèse est appelée la 3-thalassémie (revu par Ho et Thein,
2000). Des traitements permettant l’augmentation de l’expression du gène ‘y (codant
pour la forme foetal de la chaîne f3) sont envisagés. Par exemple, le butyrate permet
d’élever le niveau d’expression du gène ‘y (Perrine et al., 1993). Le butyrate agit en
inhibant les histones déacétylases. Cette inhibition pennet d’induire un changement au
niveau de l’acétylation des histones du promoteur ‘y qui augmente son activité
transcriptionnelle (McCaffrey et aÏ., 1997). Le traitement au butyrate ou par d’autres
agents inhibant les histones déacétylases tel que l’apicidine (Witt et al., 2003) permet de
rétablir la balance entre les chaînes 3 et les chaînes u en agissant sur l’acétylation des
histones.
Chez l’humain, le locus des gènes de la globine u est situé sur le bras court du
chromosome 16 (5’--u2-u1-3’), tandis que le locus de la globine 3 est situé sur le bras
court du chromosome 11 (5’--’y6-y’--f3-3’). L’ordre des gènes de globine des deux
locus suit leur ordre d’expression au cours du développement (revu par Ho et Thein,
2000). Par conséquent, pour la globine 3, le gène E est exprimé dans le sac vitellin, les
gènes G et sont exprimés dans le foie foetal et les gènes S et 3 sont exprimés dans la
moelle osseuse. La production de la chaîne 3 de l’hémoglobine humaine est donc
caractérisée par deux transitions au cours du développement : une transition du stade
6embryonnaire au stade foetal et une transition du stade foetal au stade adulte. Les
cellules érythroides primitives expriment donc la forme E de la globine f3, tandis que les
cellules érythroides définitives expriment les autres formes (G A et f3) de la globine
f3. La globine a ne faisant pas l’objet du présent travail, nous nous concentrerons sur les
connaissances entourant la globine f3.
La séquence d’ADN du gène f3 de la globine f3 fait 1600pb. Elle se divise en trois
exons et deux introns appelés IVS (intervening sequences), et elle encode pour un
peptide de 146 acides aminés. Le promoteur du gène f3 possède une boîte TATA à la
position -28 à -31, une boîte CCAAT à la position -72 à -76, deux motifs CACCC aux
positions -86 à -90 (proximal) et -101 à -105 (distal) et deux motifs GATA aux positions
(-100 et -200) (Ho et Thein, 2000). Le promoteur 7 possède des éléments semblables au
promoteur f3. Cependant, la boîte CCAAT est dupliquée et il y a une seule boîte
CACCC (Cao et Moi, 2002). Ces différences pourraient être impliquées dans la
régulation de ces gènes durant le développement.
1.2.1 Le LCR de la globine 3
En amont du regroupement des gènes de la globine f3, on trouve la région de contrôle
du locus, nommée le LCR (Ïocus control region). Les rôles du LCR sont i) d’établir un
domaine de chromatine actif pour le regroupement des gènes de la globine f3 et ii) d’agir
en élément amplificateur (permettant une transcription accrue) (revu par Li et al., 2002).
C’est la capacité du LCR à attribuer une expression des gènes de manière indépendante
de la position dans le génome et dépendante du nombre de copie qui le distingue des
éléments amplificateurs. L’effet du LCR de la g]obine f3 est restreint aux cellules de la
lignée érythroide. Le LCR de la globine f3 se compose de 5 sites hypersensibles (HS I à
5) à la digestion par de faibles doses de déoxyribonucléase I (DNase 1). Les régions
primaires (core regions) des sites HS ont une longueur de 250 à 500 pb. Ces sites
hypersensibles sont situés entre 5kb et 25 kb en amont du gène E. Les sites HSI à HS4
sont éiythroides spécifiques. Récemment, Wai et aÏ. (2003) ont apporté des évidences
qui suggèrent que le site HS5 est un site HS érythroide spécifique, contrairement aux
7études précédentes qui suggéraient que ce site HS était hématopoiétique (revu par Li et
al., 2002). Les sites HS sont composés de plusieurs copies des séquences consensus
pour des facteurs de transcription ubiquitaires et hématopoïétiques spécifiques (CACCC,
(T/A)GATA(A/G) et TGA(C/G)TCA). Ces motifs représentent les sites de liaison des
facteurs de transcription érythroides spécifiques GATA-1, NF-E2 et EKLF
respectivement. In vitro, le motif CACCC peut également être reconnu par des facteurs
de transcription ubiquitaires comme Spi (revu par Cao et Moi, 2002).
L’activité d’amplificateur de la transcription se retrouve dans les sites H52, 3 et 4.
La délétion du site H52, 3, ou 4 affecte la transcription des gènes et diminue la
formation des autres sites HS (Bungert et aI., 1995, 1999). Milot et aÏ. (1996) ont
montré que les sites HSI, 2, 3 sont importants pour l’expression des gènes de la globine
f3 de façon indépendante au site d’intégration dans le génome de la souris. Le site HS5
ne possède pas l’activité d’amplificateur (Li et al., 2002), mais il semble fonctionner
comme une barrière qui protége de l’activité des régions environnantes (insulator) (Li et
Stamayannopoulos, 1994; Li et aÏ., 2002). Cette activité pourrait être spécifique au stade
du développement des cellules érythroides (Wai et aI., 2003).
Malgré un nombre important d’études portant sur le LCR, son mécanisme d’action
sur la transcription n’est pas complètement é]ucidé. Une première étape pourrait être la
formation d’un holo-complexe par l’interaction des différents sites HS (Wijgerde et al.,
1995). Récemment, Jackson et al. (2003) ont employé des épisomes nucléaires pour
étudier la fonction du LCR en éliminant l’effet de position, mais en demeurant dans une
structure de chromatine. Les résultats qu’ils ont obtenus suggèrent que les sites NS
interagissent ensemble par diverses combinaisons afin d’activer les différents gènes du
locus. De plus, plusieurs facteurs de transcription liant les sites HS du LCR ont aussi la
capacité d’interagir entre eux, ce qui pourrait permettre la formation de l’holo-complexe
et augmenter sa stabilité (revu par Levings et Bungert, 2002). La formation d’une
boucle entre les sites HS du LCR et le site FISI en 3’du locus permettrait de former un
compartiment nucléaire où se concentrent les facteurs et les complexes de transcription.
Ce compartiment permettrait d’avoir une grande efficacité de transcription dans les
8cellules érythroides (Palstra et aÏ., 2003). Le LCR pourrait aussi établir une chromatine
permissive à la transcription. En effet, le locus de la globine f3 humaine est actif même
lorsqu’il se trouve dans les régions d’hétérochromatine centromériques (Milot et al.,
1996). De plus, les facteurs de transcription qui sont recrutés aux sites HS peuvent lier
des coactivateurs et des complexes de remodelage de la chromatine ce qui pourrait
permettre de rendre la chromatine du locus permissive à la transcription (revu par
Levings et Bungert, 2002).
Le LCR est spécifiques aux promoteurs des gènes de la globine f3. On croit que
l’expression de type tissu- et développement-spécifique des gènes de la globine f3 est due
à l’interaction entre le promoteur des gènes et le LCR par la formation d’une boucle
(mieux connu sous le terme anglais «looping»). Le LCR semble également nécessaire
pour recruter des composantes additionnelles aux promoteurs. Suite à la liaison de
facteurs de transcription ubiquitaires et tissus spécifiques avec l’holo-complexe, cette
structure riche en facteurs de transcription formerait une boucle qui l’amènerait
relativement près des promoteurs. Ce processus pourrait permettre aux facteurs de
transcription liant le LCR de se lier au promoteur pour fonrier le complexe d’initiation
de la transcription, et ainsi promouvoir l’initiation de la transcription (revu par Li et al.,
2002). Un modèle proposé par le groupe de Wijgerde (1995) suggère que le LCR puisse
interagir avec le promoteur d’un seul gène à la fois, mais il serait capable d’aller et
revenir d’un gène à l’autre. C’est donc le temps passé à chaque gène qui déterminerait
lequel des gènes est prédominant. La présence et l’abondance de certains facteurs de
transcription au cours du développement pourraient favoriser la liaison entre le LCR et
l’un des gènes plutôt qu’un autre, et ainsi promouvoir sa transcription à un stade précis
du développement (revu par Cao et Moi, 2002). Bien que nous n’en faisions pas une
description dans ce texte, d’autres modèles d’action du LCR ont également été proposés,
par exemple le «tracking model» et le «linking model» (revu par Li et al., 2002).
91.3. La régulation épigénétique et la globine
La régulation épigénétique peut se définir par une régulation de l’expression des
gènes qui est induite par des mécanismes nucléaires autres que la séquence primaire de
l’ADN. Trois processus connus interviennent dans la régulation épigénétique : la
méthylation de l’ADN, la structure de la chromatine et les interférences à ARN (revu par
Stokes, 2003). Dans ce travail nous nous attarderons sur le rôle de la structure de la
chromatine dans la régulation épigénétique.
1.3.1 Chromatine
La chromatine est composée d’ADN et de protéines. Les nucléosomes, les unités
structurales de la chromatine, sont constitués d’ADN (environ I 46pb) faisant deux tours
autour d’un octamère d’histones (H2A, H2B, H3 et H4). Le niveau de compaction de la
chromatine peut être augmenté par l’histone HI qui fait un lien entre les nucléosomes.
Pendant longtemps, on a cru que la seule fonction de la chromatine était de compacter
l’ADN pour qu’il puisse être contenu par le noyau. On sait maintenant que l’état de la
chromatine joue un rôle majeur dans la régulation des gènes. On retrouve la chromatine
sous différentes formes qui peuvent être rassemblées sous les termes d’hétérochromatine
et d’euchromatine. Dans l’hétérochrornatine, on retrouve l’ADN sous une forme
compacte qui la rend insensible à la digestion par la DNase I et inaccessible aux facteurs
de transcription. Conséquemment, l’hétérochromatine se réplique tardivement dans la
phase S. On qualifie souvent l’hétérochromatine comme une région
transcriptionnellement inactive ou fermée du point de vue de son accessibilité. De son
côté, l’euchromatine est moins compacte, elle est donc plus accessible pour les facteurs
de transcription et elle est sensible à la digestion par la DNase 1. De plus, elle se
réplique généralement tôt durant la phase S. On qualifiera donc cette région comme
transcriptionnellement active ou ouverte pour l’accessibilité à l’ADN. La chromatine du
locus de la globine 13 est caractéristique des gènes dont l’expression est spécifique à
certains tissus, dans les cellules érythroides l’ADN du locus est accessible pour les
protéines, tandis que dans les autres types cellulaires elle est inaccessible.
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Il existe des facteurs modifiant la chrornatine et des facteurs remodelant la
chromatine. Parmi les facteurs qui modifient la chromatine, on retrouve des enzymes
capables d’acétyler, de méthyler ou de phosphoryler les histones, en particulier sur leur
extrémité N-terminale. De leur côté, les complexes de remodelage utilisent l’énergie de
l’ATP afin de réorganiser la chromatine.
1.3.1.1 f1odification des histones
Les histones sont composées d’un domaine globulaire et d’une extrémité N-
terminale qui en ressort du domaine globulaire. L’extrémité N-terminale de l’histone est
une région cible pour les modifications post-traductionnelles. Les études sur les
modifications post-traductionnelles des histones ont mené à l’élaboration d’une
hypothèse sur le code des histones (histone code hypothesis) par Strahi et Allis (2000).
L’hypothèse prédit que les modifications des histones déjà existantes affectent les
modifications subséquentes, et que ces modifications servent de marques pour le
recrutement de protéines ou de complexes afin de réguler diverses fonctions de la
chromatine.
1.3.1.1.1 L’acétylation
L’acétylation des histones se fait par des enzymes nommées acétylases d’histone
(HAT, histone acetyt transferase). Selon l’état d’acétylation des résidus en N-terminal,
des contacts histone-histone et histone-protéine sont perniis ou non, augmentant ou
diminuant l’accessibilité à l’ADN ou encore régulant le recrutement d’activateurs ou de
répresseurs. Par exemple, les protéines possédant un bromodomaine sont capable de
reconnaître les lysines acétylées et de s’y lier (Dhalluin et aÏ., 1999). De plus, il a été
montré que les histones ne sont pas le substrat exclusif des HAT, ces dernières peuvent
également acétyler des facteurs de transcription et ainsi augmenter leur affinité pour
l’ADN (Gu et al., 1997; Martinez-Balbas et al.., 2000; Zhang et al.., 2001). Étant
donné que les formes acétylées des histones se retrouvent de façon générale dans la
chromatine active et que les facteurs de transcription acétylés sont impliqués dans
l’ouverture de la chromatine et l’activation de la transcription, les HAT sont considérées
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comme des co-activateurs de la transcription. Une augmentation globale de l’acétylation
des histones n’induit pas automatiquement une augmentation de la transcription globale
(Struhi, 1998). L’acétylation des histones d’un promoteur peut refléter sa potentialité à
être transcrit, et le niveau de cette acétylation ne corrèle pas nécessairement avec le
degré transcriptionnel.
Les HDAC (histone deacetyÏase) catalysent la réaction inverse des HATs, elles
clivent le groupement acétyle lié aux histones et elles sont considérées comme des co
répresseurs de la transcription. Une des formes de la leucémie myéloïde aigue (AML)
met en évidence l’importance des HDAC dans la régulation des gènes. En effet, le
réarrangement chromosomal amenant la fusion de PML-RAR conduit à un recrutement
aberrant de HDAC à certains promoteurs, provoquant une répression de gènes et causant
l’AML (revu par Minucci et al., 2001). De plus, des études montrent que les enzymes
responsables de la méthylation des îlots CpG de l’ADN recruteraient aussi des HDAC.
Ces études suggèrent que la méthylation de l’ADN soit aidée par la déacétylation des
histones pour amener l’état de répression transcriptionnelle (Fuks et aÏ., 2001). La
relation entre les facteurs de transcription et les HDAC est plus complexe que la simple
corrélation entre la déacétylation des histones et l’induction d’une répression. Les
interactions de plusieurs facteurs aux rôles divers ont aussi leur importance dans la
répression. De plus, plusieurs facteurs de transcription qui fonctionnent avec des HDAC
pour la répression, peuvent également agir comme activateur dans un autre contexte.
Les études de Schubeler et al. (2000) sur le locus humain de la globine f3 dans les
cellules MEL (mouse eythroleukemia) ont montré une corrélation entre l’acétylation
des histones H3 et H4 et le patron de sensibilité à la DNase I, et ce même en absence de
transcription. De plus, il y avait une corrélation entre le niveau de transcription et le
degré d’acétylation local des histones H3. Malgré le peu d’homologie entre les locus de
ces deux espèces, le locus du poulet semble se comporter d’une manière similaire au
locus humain; les histones H3 et H4 du locus sont hyperacétylées suivant le patron de
sensibilité à la DNase I (Litt et aï., 2001b). De plus, l’utilisation de lignées cellulaires
semble montrer que le patron d’acétylation change durant la différenciation érythroïde.
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forsberg et al. (2000), ont étudié le patron d’acétylation du locus de la globine f3 murin
dans des foies foetaux au jour 14 après le coït et dans les cellules MEL. Les résultats
obtenus montrent une acétylation du LCR et des promoteurs des gènes adultes (f3-rnajeur
et f3-mineur), tandis que les promoteurs des gènes embryonnaires (Ey et f3Hl) présentent
une acétylation plus faible comparativement aux autres sites du locus. De plus, la
réduction est plus marquante pour les histones H3 que pour les histones H4. Ils ont
ensuite examiné le patron d’acétylation dans les cellules éiythroides primitives (sac
vitellin au jour 11.5 après le coït). Leurs résultats indiquent que le promoteur f3Hl, actif
à ce stade du développement, et le promoteur f3-rnineur, inactif à ce stade du
développement, sont tous deux hyperacétylés. Suite à ces résultats, les auteurs
proposent que le patron d’acétylation du locus murin de la globine f3 varie dans le
développement, ce qui supporte un rôle fonctionnel pour ces modifications dans la
régulation des gènes du locus. Une étude plus récente impliquant également le locus
murin a montré que l’acétylation des histones H3 du promoteur du gène f3-majeur
dépend des facteurs de transcription NF-E2 et GATA-1 (Kiekhaefer et aÏ., 2002),
d’ailleurs ces deux facteurs peuvent interagir avec l’acétylase CBP (CREB binding
protein) (Cheng et al., 1997; Blobel et al., 199$). En fait, les acétylases p300/CBP
semblent jouer un rôle important dans l’érythropoïèse par l’interaction et l’acétylation de
multiples facteurs de transcription en les rendant plus actifs, mais probablement aussi via
l’acétylation des histones (revu par Blobel, 2002).
1.3.1.1.2 La méthylation
En plus d’être acétylée, l’extrémité N-terminale des histones peut être méthylée.
L’extrémité N-terminale des histones peut être méthylée sur les résidus lysines et sur les
résidus arginines. Dans ce texte, je me limiterai à l’effet de la méthylation des résidus
lysines de l’histone H3. Contrairement à l’acétylation qui est liée à des domaines actifs,
la méthylation a différents effets selon les résidus qui sont touchés et les niveaux de
modification qui leur sont apportés. Par exemple, la méthylation de la lysine 9 de
l’histone H3 (H3K9) est reliée à la répression des gènes, en effet, le chromodomaine de
la protéine d’hétérochromatine HPI lie spécifiquement H3K9 lorsqu’elle est méthylée
(Bannister et al., 2001). De plus, l’association de HDACI avec une histone méthylase
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impliquée dans la répression de la transcription (Czemiin et al., 2001) est un exemple du
lien entre la déacétylation et la méthylation des histones avec la répression des gènes.
D’autre part, la di- et la tri-méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4) sont
retrouvé dans la chromatine active (Strahi et al., 1999). Bemstein et aÏ. (2002) ont
montré que chez Saccharomyces cerevisiae la di-méthylation marque la région codante
des gènes, contrairement à l’acétylation qui est retrouvée plus fortement au niveau du
promoteur des gènes que dans leur région codante. Puisque c’est dans la région codante
que l’on retrouve la di-méthylation. elle pourrait donc être impliquée dans le processus
d’élongation. De plus, le nombre de groupement méthyle sur H3K4 pourrait être
indicatif de l’activité du gène. L’ajout de trois groupements méthyle sur H3K4 serait
retrouvé dans les gènes transcriptionnellement actifs, tandis que la di-méthylation serait
retrouvée au niveau des gènes actifs et inactifs de l’euchromatine (Santos Rosa et aï.,
2002). Aucune histone déméthylase n’a encore été décrite, cette marque pourrait donc
être une marque épigénétique à long terme (Jaskelioff et Peterson, 2003).
Litt et aï., (2001a) ont démontré que les histones H3 du locus de la globine f3 sont
méthylées sur la lysine 4 suivant le patron d’acétylation et de sensibilité à la DNase J
chez le poulet. Chez la souris, Kiekhaefer et al. (2002) ont montré que les promoteurs f3-
majeur et f3-mineur du Jocus murin de la globine f3 sont méthylés sur H3K4. De plus, ils
démontrent que cette méthylation dépend du facteur de transcription NF-E2 (voir section
1.3.2.2) pour le promoteur f3-majeur, mais qu’elle en est indépendante au promoteur f3-
mineur. Cette étude suggère que des facteurs de transcription peuvent être impliqués
dans la méthylation de H3K4.
1.3.1.2 Complexes de remodelage
Le remodelage de la chromatine peut être considéré comme une altération de la
structure ou de la conformation des nucléosomes et pourrait inclure un changement de la
distribution des nucléosomes sur l’ADN. Les complexes de remodelage sont des
complexes hétérogènes constitués de plusieurs protéines et ils sont tous composés d’une
sous-unité possédant une activité ATPase. On peut diviser ces sous-unités en deux
groupes principaux: le groupe SWI/SNF et le groupe ISWI. Chez l’humain, les
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membres du groupe SWI/SNf sont hBRM et hBRGI. En plus du domaine conférant
l’activité ATPase, hBRM et hBRGI contiennent également un bromodomaine en C-
terminale et deux autres régions conservées dont les fonctions sont inconnues. Les
membres du groupe ISWI les plus connus ont été isolés chez la drosophile et sont
connus sous les noms de: ACF (ATF-utilizing chrornatin assembly and remodeling
factor), NURF (nucleosorne-remodeling factor) et CHRAC (chromatin accessibility
compÏex). Les informations concernant le fonctionnent de ces complexes de remodelage
de la chromatine sont encore incomplètes. Certaines différences dans les
caractéristiques biochimiques et biologiques des deux groupes nous laissent croire qu’ils
fonctionnent de façon différente. D’ailleurs, Fan et aÏ. (2003) ont proposé que les deux
groupes rendent l’ADN accessible par des stratégies très différentes. Ils suggèrent que
les complexes de remodelage du groupe ISWI rendent l’ADN accessible en faisant
glisser les nucléosomes sur l’ADN, tandis que ceux du groupe SWI/SNF produiraient
une boucle d’ADN sans faire intervenir le déplacement du nucléosome.
Trois principales hypothèses ont été proposées pour expliquer le mode de
recrutement par lequel les complexes de type SWI/SNF sont ciblés aux promoteurs des
gènes. Dans la première, le complexe est recruté au promoteur via son interaction avec
l’ARN polymérase 11 (Cho et al., 1998). Dans la deuxième, le recrutement ce fait via
l’interaction avec des facteurs de transcription (Ôstlund et al., 1997, Armstrong et al.,
1998). Finalement la troisième hypothèse propose qu’en absence de facteurs de
transcription, l’acétylation des nucléosomes du promoteur d’un gène permet le
recrutement de SWI/SNF via son bromodomaine (Hassan et al., 2002). De plus, il a été
suggéré que les complexes de remodelage de la chromatine peuvent interagir avec des
HAT agissant ainsi ensemble dans l’activation du promoteur (Roberts et Winston, 1997).
1.3.2 Facteurs de transcription
Les facteurs de transcription sont des protéines capables de lier des séquences
régulatrices sur l’ADN. Ils contiennent un domaine de liaison à l’ADN et un domaine
de transactivation. Selon leurs domaines caractéristiques, on peut classer la majorité des
facteurs de transcription dans l’une des quatre familles suivantes : hélice-tour-hélice,
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hélice-boucle-hélice, doigt de zinc et leucine zipper. Les facteurs de transcription
reconnaissent des séquences spécifiques d’ADN qu’on appelle séquences consensus.
Les séquences consensus CACCC, (T/A)GATA(A/G) et TGA(C/G)TCA sont
retrouvées dans les promoteurs de gènes érythroides. Les facteurs de transcription
GATA-1, NF-E2 et EKLF sont impliqués dans la reconnaissance de ces séquences et
dans la régulation de l’expression de plusieurs gènes érythroides.
1.3.2.1 GATA-1
GATA-l est composé de deux domaines homologues de liaison à l’ADN de type
doigt de zinc et il lie la séquence consensus (T/A)GATA(A/G). Cette séquence est
retrouvée dans une grande quantité d’éléments régulateurs (amplificateurs et
promoteurs) de gènes érythroides et mégacaryocytaires (revu par Cantor et Orkin, 2002).
GATA-l est exprimé dans quelques lignées de cellules hématopoïétiques: cellules
érythroides, mégacaryocytes, éosinophiles, m astocytes et progéniteurs hématopoïétiques
(revu par Orkin, 1995). GATA-J joue un rôle central dans l’érythropoïèse. En son
absence, le développement des cellules érythroides primitives est arrêté au niveau des
précurseurs (Fujiwara et aÏ., 1996). De plus, des cellules souches embryonnaires
déficientes pour GATA-1 sont incapables de contribuer à la formation de cellules
érythroides définitives matures dans des souris chimériques (Pevny et al., 1995). En
effet, les cellules entrent dans la lignée éiythroide, mais sont arrêtées au stade de
proérythroblastes. GATA-1 joue un rôle d’activateur pour plusieurs gènes dans les
cellules érythroides. Il peut lier les sites HS du LCR et les promoteurs des gènes de la
globine 13. GATA-1 peut interagir avec d’autres facteurs de transcription comme Spi,
EKLF et GATA-i lui-même. L’interaction entre ces différents facteurs suggère une
coopération dans la régulation de la transcription des gènes de la globine f3 (revu par
Cantor et Orkin, 2002). Le partenaire de GATA-i, FOG-1 (friendofGATA-]), interagit
avec GATA-1 via leurs motifs en doigt de zinc. F0G-1 ne lie pas directement l’ADN,
mais son interaction avec GATA-1 permet d’activer la transcription dans les cellules
hématopoïétiques, ainsi f0G-i est un régulateur de l’activité de GATA-i (revu par
Cantor et Orkin, 2002). GATA-i peut également interagir avec l’acétylase d’histone
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CBP (Blobel et aï., 1998). De plus, GÂTA-1 est acétylée par CBP et cette forme acétylé
de GAlA-l semble plus performante à activer la transcription (Hung et aï.. 1999).
1.3.2.2 NF-E2
Le complexe protéique NF-E2 est un hétérodimère entre la sous-unité p45 qui est
retrouvée uniquement dans le compartiment hématopoïétique et la sous-unité pI 8 qui est
exprimée de façon ubiquitaire. Nf-E2 est composé d’un domaine de liaison à l’ADN
basique et d’un domaine d’activation de type leucine zipper, ces résidus hydrophobes
penilettent la dimérisation des monomères. La sous-unité p45 possède le domaine de
trans-activation. L’ARNm de p45 a été détecté spécifiquement dans les cellules
hématopoïétiques suivantes cellules hématopoïétiques multipotentes, cellules
érythroides, mégacaryocytes et mastocytes (revu par Ho et Thein, 2000). La séquence
consensus de liaison à l’ADN de Nf-E2 est retrouvée dans les sites HS 2, 3, et 4 du
LCR. 11 a été démontré que Nf-E2 est essentiel pour que le LCR exerce une forte
activité d’amplificateur sur la transcription (Ney et aÏ., 1990). L’importance de Nf-E2
pour l’expression de la globine f3 a été mise en évidence dans des lignées cellulaires
déficientes pour la sous-unité p45. En effet, ces cellules expriment peu ou pas la
globine, mais cette expression peut être rétablie par l’expression de p45 dans ces lignées
(Lu et al., 1994; Kotkow et Orkin, 1995). Cependant, en absence de Nf-E2 chez la
souris, l’érythropoïèse se fait presque normalement (petite diminution d’hémoglobine
par cellule) et les embryons survivent jusqu’à la naissance. Quelques jours plus tard, les
souris meurent de thrornbopénie due à l’absence de plaquettes dans la circulation
sanguine (Shivdasani et Orkin, 1995). D’une part, l’absence d’effet sur l’expression de
la globine dans les souris déficiente pour p45 est encore mal comprise. La redondance
au niveau de la sous-unité p45 est une des raisons qui pounaient expliquer l’observation.
D’autre part, l’importance de NF-E2 dans la formation des plaquettes commence à être
mieux comprise. NF-E2 semble réguler l’expression d’une protéine impliquée dans la
différenciation finale des mégacaryocytes (Tiwari et al., 2003). Tout comme GÂTA-1,
NF-E2 interagit avec CBP, il peut aussi être acétylé par CBP ce qui semble stimuler sa
liaison à l’ADN (Hung et al., 2001).
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1.3.2.3 EKLF
EKLf (Eiythroïd KrippeÏ Like factor) a été isolé par hybridation soustractive ayant
pour but d’identifier des gènes exprimés spécifiquement dans les cellules érythroides
(Miller et Bieker, 1993). Ils ont démontré par Northem blot que EKLf est exprimé dans
la moelle osseuse, la rate, des lignées de cellules éiythroides et, à plus faible niveau,
dans des lignées de mastocytes. Ils ont déterminé que EKLF est un facteur de
transcription possédant trois motifs en doigt de zinc et qu’il lie la séquence consensus
CACCC du promoteur du gène f3 et possiblement celle du promoteur d’autres gènes
érythroides spécifiques. Chez les embryons de souris, l’absence d’EKLf provoque une
anémie sévère qui entraîne la mort de l’embryon vers le jour 15 de la gestation (Nuez,
1995; Perkins, 1995). Perkins et al. (1995), démontrent que le foie des embryons knock
out contient un nombre normal de progéniteurs érythroides (BfU-E et CfU-E), mais que
ces progéniteurs sont déficients dans leur maturation et dans l’expression du gène f3
adulte. Dans la même étude, les auteurs rapportent. par essai de protection à l’ARNase.
un niveau de transcrits pour EKLf aussi élevé dans les cellules érythroides du sac
vitellin que dans ceux du foie foetal. Southwood et al. (1996), ont confirmé par
hybridation in situ la présence d’EKLF dans les embryons de souris dès le jour 7.5 de la
gestation et ont montré que la protéine est produite. EKLf est donc exprimé dans les
cellules érythroides primitives et définitives. Ils ont aussi démontré que EKLF n’est pas
exprimé dans les cellules souches embryonnaires, mais que son expression apparaît
durant la formation du corps embryonnaire (EB) avant l’expression de la globine. De
plus, des progéniteurs isolés à partir du sang de cordon ombilical n’expriment pas
EKLf, mais son expression apparaît suite à une différenciation avant l’apparition de
l’expression de la globine 13 (Ziegler et al., 1999). En contrepartie, Qian et al. (2002) ont
observé que des progéniteurs isolés de la moelle osseuse d’individus sains expriment
EKLf à des niveaux plus élevés comparativement à un groupe d’individus ayant la
leucémie myéloïde aiguê. Tout de même, ces études suggèrent que EKLf est exprimé
relativement tôt dans les précurseurs érythroides. Étant donné que les expériences de
délétion d’EKLF chez la souris ont montré que ce facteur est essentiel à l’expression du
gène 13 adulte, on peut se demander pourquoi il est exprimé si tôt dans le développement.
Premièrement, il est possible que d’autres protéines importantes pour l’activité de EKLf
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ne soient pas encore produites à ce stade du développement. Deuxièmement, EKLF
pourrait subir des modifications post-traductionnelles pour agir en activateur.
Troisièmement, EKLF pourrait agir comme un répresseur à des stades précoces de
l’embryogénèse. Quatrièmement, il pourrait être impliqué dans l’activation d’autres
gènes éiythroides spécifiques dès le jour 7.5 et dès le début de la différenciation
érythropoïétique même si son absence n’y résulte pas en un phénotype détectable.
finalement, il pourrait être impliqué dans l’activité du LCR comme le propose l’étude
de Tewari et aï. (1998) où ils ont montré, par utilisation de souris transgéniques pour une
construction 5’HS3-ÏacZ, que EKLF est actif dans les cellules érythroides primitives et
qu’il est requis pour l’activité du site HS3.
1.4 EKLF dans la régulation épigénétique
Il est probable que EKLF joue un rôle au niveau de la régulation épigénétique.
D’une part EKLF peut interagir avec des enzymes qui modifient la chromatine telles que
p300/CBP et P/CAF des histones acétyltransférases (MAT). PCAF ne peut pas acétyler
EKLf, de plus son interaction inhibe l’activité de trans-activation de EKLF.
Contrairement à P/CAF, p300/CBP peut acétyler deux résidus lysines du signal de
localisation nucléaire de EKLF et ainsi stimuler la transcription par ce dernier (Zhang et
al., J 99$). p300/CBP agissent en co-activateurs en acétylant les histones, relâchant ainsi
la chromatine, ou encore en permettant de faire le pont entre des activateurs et la
machinerie de transcription (revu par Blobel, 2000). D’autre part, Armstrong et al.
(1998) ont montré in vitro que pour être actif EKLf et SWI/SNF (E-RC1, EKLf
coactivator-remodeling complex 1) doivent agir ensemble. Puis, Lee et al. (1999) ont
montré que le recrutement de E-RCI au promoteur du gène f3 requièrt la présence des
boîtes CACCC et TATA. Il a également été démontré que SWI/SNf augmente la
liaison de EKLF au promoteur, ce qui entraîne le remodelage de la chromatine
environnante (Kadam et aï., 2000). En 2001, Zhang et al. ont démontré que
l’acétylation de EKLf par CBP se fait sur les résidus lysines Lys-28$ (domaine de
transactivation) et Lys-302 (domaine en doigt de zinc). La mutation du résidu Lys-28$
abolit l’activité de trans-activation de EKLf au promoteur f3. De plus, ils montrent que
l’acétylation d’EKLF augmente son affinité pour le complexe de remodelage SWI/SNf.
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Finalement, Brown et aÏ. (2002) ont montré que les interactions de EKLF avec CBP et
E-RCI sont requises pour ouvrir la chromatine et initier la transcription du gène 13 adulte
dans les cellules érythroides définitives.
En contrepartie, Chen et Bieker (2001) ont montré que EKLF interagit via son
domaine en doigt de zinc avec mSin3A et HDACI. et possède une activité de répression
transcnptionnelle dépendante de l’activité de HDAC1. Il est d’ailleurs comm que
l’action du co-répresseur mSin3A est liée à son interaction avec HDACI (Hassig et al.,
1997, David et aÏ., 1998). Lorsque lié à l’ADN, EKLF ne peut pas interagir avec les co
répresseurs. De la même façon, si EKLF est lié aux co-répresseurs son domaine de
liaison à l’ADN est bloqué. Chen et Bieker (2001) ont postulé l’hypothèse que d’autres
protéines liant l’ADN doivent recruter le complexe EKLF répresseur aux promoteurs
ciblés. Le mécanisme de régulation de l’activité de EKLF (activateur-répresseur) n’est
pas connu à ce jour.
Il a été montré qu’en plus de réduire l’expression du gène 13, l’absence de EKLF
provoque la perte de la sensibilité du promoteur du gène 13 et une réduction de la
sensibilité du HS3 à la DNaseI (Wijgerde et al., 1996). Cette étude supporte l’hypothèse
selon laquelle EKLF jouerait un rôle dans le remodelage de la structure de la chromatine
et qu’il est important au niveau du LCR. Cependant, la perte du NS3 pourrait également
être due au changement d’interaction du LCR avec les gènes de la globine. Comme
mentionné plus haut, l’activité de EKLF dans les cellules érythroides primitives requièrt
la participation du HS3. De plus, il a été montré que EKLF lie le HS3 via la boîte
CACCC, mais que Spi en est incapable (Gillemans et aÏ., 1998; Lee et al., 1999). Des
résultats suggèrent que le recrutement de EKLF aux NS2 et HS3 est augmenté par la
présence du promoteur du gène 13. La même étude montre que les boîtes CACCC et
TATA du promoteur du gène 13 sont importantes pour le recrutement de EKLF au
promoteur du gène f3 et au HS3, tandis que seulement la boîte TATA intacte est
nécessaire au recrutement de EKLF au NS2. Les auteurs suggèrent que le recrutement
de EKLF au HS2 est plus stable que le recrutement au NS3 (Lee et al., 1999). Les
auteurs proposent aussi que les promoteurs soient importants pour la formation de
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l’holocomplexe du LCR et que le complexe de pré-initiation pourrait stabiliser la liaison
de EKLF au promoteur et au LCR. McMarrow et al. (2000) ont montré que la
concentration de EKLF dans les cellules éiythroides affecte la sensibilité générale du
locus à la DNase 1, et que cet effet se ferait via la liaison de EKLF au LCR.
Récemment, les résultats obtenus par Jackson et al. (2003) suggèrent que l’activité de
trans-activation du HS3 serait indépendante de EKLf. Ainsi, une fois la structure du
HS3 formée, son activité devient indépendante de EKLF, supportant le rôle important de
EKLF dans la formation d’une chromatine active. Ces différents résultats montrent à la
fois que l’activité de EKLF passe par le LCR et que EKLf a un effet sur la structure de
la chromatine du locus de la globine f3 humaine.
La transcription est donc un processus qui fait intervenir la communication entre
plusieurs partenaires: des facteurs de transcription, des complexes de remodelage de la
chromatine, des co-activateurs et la machinerie transcriptionnelle.
1.4 Résumé
La transcription des gènes implique une série d’interactions entre des facteurs de
transcription, des co-activateurs, des complexes de remodelage et la machinerie de
transcription. L’état de la chromatine du locus de la globine f3 et la régulation
transcriptionnelle de type tissu et développement spécifique de ces gènes, font de ce
locus un excellent modèle pour l’étude des interactions entre les différents complexes
protéiques nécessaires à la régulation transcriptionnelle des gènes. Les interactions de
EKLf avec des co-activateurs comme p300/CBP et le complexe de remodelage de la
chromatine, ainsi qu’avec le co-répresseur HDAC pourraient placer ce facteur de
transcription au centre de l’intégration de signaux dans I’éiythropoïèse.
1.5 Prémisse
C’est à partir de progéniteurs érythroides de la rate de souris infectées par le virus
friend, que les lignées de cellules MEL ont été dérivées. Les cellules MIL sont donc
des cellules transformées et elles sont arrêtées au stade de proérythroblastes (Singer et
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aï., J 974). Le traitement chimique au diméthyl sulfoxide induit la différenciation
érythroide des MEL (friend et aÏ., 1971). Ces cellules transformées ont été utilisées
comme modèle dans plusieurs études sur la régulation des gènes érythroides spécifiques.
Ces cellules expriment la forme adulte de la globine 13. Elles ne permettent pas d’étudier
le changement d’expression entre les gènes embryonnaires et fœtaux/adultes du locus
murin de la g]obine 13, donc les cellules MEL ne peuvent pas être utilisées pour étudier
les gènes de la globine 13 durant le développement. De plus, comme elles sont arrêtées
au stade de proérythroblaste, elles ne permettent pas d’étudier les événements précédents
ce stade de différenciation. Étant donné que ce sont des cellules transformées, un
dérèglement s’est produit dans ces cellules, alors il est important de comparer les
résultats obtenus avec les MEL avec d’autres modèles.
Dans une étude récente (Bottardi et aÏ., 2003, voir l’annexe 1), nous avons analysé la
régulation épigénétique du locus de la globine 13 humaine dans la moelle osseuse de
souris transgéniques ayant intégré dans leur génome le locus complet, ainsi que dans la
moelle osseuse humaine. Nous avons vérifié le patron de modifications des histones du
locus humain de la globine 13 au cours de l’hématopoïèse. Nous avons comparé
l’acétylation du locus dans les progéniteurs hématopoïétiques (HPC) avec celle des
cellules érythroides où le gène f3 est fortement exprimé. Nous avons montré que le LCR
et la partie codante du gène 13 sont acétylés dans les HPC et dans les cellules érythroides,
tandis que les histones H3 du promoteur du gène f3 sont acétylées dans les HPC et non
dans les cellules érythroides. Nos résultats suggèrent que l’acétylation du locus est
modifiée au cours de la différenciation. Ces variations dans les niveaux d’acétylation
pourraient être impliquées dans un mécanisme de potentialisation transcriptionnelle.
1.6 Hypothèse
Etant donné que EKLF interagit avec les co-activateurs p300/CBP et le complexe de
remodelage de la chromatine SWI/SNf, ainsi qu’avec le co-répresseur HDAC nous
croyons que ce facteur de transcription pourrait être important pour la régulation de la
structure de la chromatine du locus de la globine f3. Il pourrait être impliqué dans les
variations de la chromatine du locus de la globine 13 observées au cours de
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l’hématopoïèse. Pour investiguer le rôle d’EKLF dans la régulation épigénétique, nous
avons utilisé des foies foetaux au jour 14,5 après le coït, car la délétion de ce facteur de
transcription provoque une anémie sévère entraînant la mort des embryons vers le jour
1 5 après le coït. Dans un premier temps, nous avons isolé les populations de cellules
érythroides et de type progéniteurs proficientes et déficientes pour EKLF. Nous avons
ensuite vérifié l’expression de EKLF et du gène 13 dans les cellules de type progéniteur.
Finalement, nous avons évalué les modifications des histones du locus dans les
progéniteurs et les cellules érythroides.
2. Matériel et méthodes
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2.1 Lignées de souris
Les souris de la lignée 2 (Ïn2) et les souris hétérozygotes EKLf ont été
gracieusement données par Dr frank Grosveld. Les souris 1n2 sont transgéniques pour
le locus humain de la globine f3 (fragment de 70 kb) (Strouboulis et al., 1992). Les
souris de la lignée 1n2 ont été croisées avec les souris de la lignée EKLF hétérozygote
afin d’obtenir des souris transgéniques 1n2 EKLf hétérozygotes. Les souris 1n2 EKLf
hétérozygotes ont été croisées entre elles afin d’obtenir des embryons 1n2 EKLf knock
out. L’accouplement a été vérifié le matin par l’apparition d’un bouchon vaginal et le
moment de l’observation est désigné par 0.5 jour post coït (dpc).
2.2 Cytométrie
2.2.1 Cellules érytliroides de foie foetal
L’anticorps TER-l 19 reconnaît une molécule qui est associée à la glycophorine A de
la membrane cellulaire des cellules de type érythroide (du proérythroblaste au plus
mature) (Kina et al., 2000). Nous avons utilisé cet anticorps pour le phénotypage des
cellules TER-1 1 9 des foies foetaux 14,5 dpc. Pour le marquage des cellules du foie foetal
14,5 dpc, les cellules ont été incubées avec l’anticorps rat anti-TER-119 de souris
(hybridome) pour une durée de 25 min sur la glace, puis les cellules ont été lavées dans
du PBS supplémenté avec 5% de FBS inactivé à la chaleur. Ensuite, les cellules ont été
incubées avec un deuxième anticorps qui est lié à un fluorochrome, nous permettant
ainsi la détection des cellules réactives à TER-1 19. Ce deuxième anticorps est
l’anticorps de chèvre anti-rat conjugué avec R-phycoeiythrin (Goat Anti-Rat lgG R-PE)
(CaÏtag taboratories).
2.2.2 Cel]ules de type progéniteur de foie foetal
L’obtention des cellules de type progéniteur a été réalisée à partir des cellules de
foies foetaux 14,5 dpc. Les cellules ont été triées par tri cellulaire au FACS
(Jluorescence-activated ceil sorting). Les cellules triées correspondent à la population
CD3lhigh Ly6C. Cette population de cellules a été caractérisée par van der Loo et al. en
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1995; elle ne contient pas de cellules matures et elle est de type progéniteur. Les
cellules de foie foetal sont d’abord incubées avec un anticorps rat anti-Ly6C (ER-MP2O)
de souris conjugué avec le fluorochrome fITC (Jluorescein isothiocyanate) (BD
Biosciences). Cet anticorps nous permet de marquer certaines populations de
monocytes/macrophage, des cellules endothéliales, des thymocytes et des cellules de la
lignée lymphocytaire, et ainsi les éliminer lors du tri. Ensuite, les cellules sont incubées
avec un anticorps de rat anti-CD3I (ER-MPI2) de souris biotinylé (BD Biosciences).
Cet anticorps a été détecté, en outres, sur des cellules souches hématopoïétiques dérivées
de la moelle osseuse et sur des cellules souches embryonnaires. Comme cet anticorps est
biotinylé, les cellules ont ensuite été incubées avec la «streptavidin tri-colour
conjugated» ou Sav-TC (CaÏtag Ïaboratories) avant d’être triées par FACS. Pour le
marquage, les cellules ont été incubées avec les anticorps pour une durée de 25 min sur
glace, puis les cellules ont été lavées avec du PBS supplémenté avec 5% de FBS inactivé
à la chaleur.
2.3 Isolation de cellules érytliroides primitives
Les cellules érythroides primitives ont été isolé à partir du sac vitellin des embryons
11.5 dpc. À ce stade, aucun phénotype n’est associé avec l’absence de EKLF. L’ADN a
donc été extrait de quelques cellules d’embryon à l’aide du DNAzo1 reagent (Gibco)
pour ensuite procéder à un PCR permettant de distinguer entre les allèles wiÏd-type et
knock-out. Ce PCR se fait en utilisant 3 amorces (les séquences des amorces (k0EKLF)
sont retrouvées dans le tableau 1, page 29). Les conditions du PCR sont les suivantes : 3
min à 95°C; 31 cycles de I min à 95°C, 40 sec à 62°C et I min à 72°C; et une élongation
finale de 4 min à 72°C. Les réactions de PCR sont déposées sur gel d’agarose. Le
résultat nous indique quel est le génotype de chaque embryon. Si l’on obtient une seule
bande de 765pb l’embryon est wild-type, si l’on obtient une bande de 400 pb l’embryon
est knock-out et si l’on obtient deux bandes (765 p5 et 400 pb) l’embryon est
hétérozygote pour EKLf.
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2.4 Culture en milieu semi-solide de méthylcellulose
Pour les essais clonogéniques. 500 cellules de type progéniteur CD31”Ly6C de
foie foetal 14,5 dpc ou 5000 cellules de foie foetal 14,5 dpc, ont été mises en culture dans
du milieu semi-solide MethoCuÏt’1 Gf M3434 (Stem Celi TechnoÏogy). Ce milieu
contient les facteurs de croissance appropriés (insuline, transferrine humaine, rm SCF,
nu IL-3, rh IL-6 et rh eiythropoiétine) pour supporter la différenciation hématopoïétique
de cellules munnes. Les cultures ont été réalisées en duplicata ou en triplicata et
incubées en chambre humide à 37°C, 5% C02. Les différents types de colonies ont été
comptés et identifiés au jour 5 (CFU-E) ou 14 (CFU-GEMM, CFU-GM et BfU-E) selon
les indications fournies dans le manuel des procédures de StemCell TechnoÏogy et
modifiées dans le protocole mis au point dans le laboratoire.
2.5 Analyse de l’expression dans les cellules enrichies en progéniteurs
2.5.1 Transcription inverse et PCR en une étape «One step RT-PCR»
Les cellules de foies foetaux EKLF knock-out 14,5 dpc CD31”/Ly6C sont
déposées dans une plaque à PCR de 96 puits à raison de I ou 10 cellules par puits selon
les besoins. Le RT-PCR est réalisé en utilisant le kit one-step RT-PCR de Quiagen, avec
l’addition de 30 prnol d’oligo(dT)1218 (Gibco) et des amorces spécifiques. Les amorces
spécifiques utilisées amplifient soit les transcrits humains ( et f3) et de souris (f3-mineur
et f3-majeur) de la globine f3 (amorces H3G), soit le transcrit murin de EKLf (amorces
mEKLf). Les séquences des amorces sont présentées au tableau I (page 29). Les
conditions du RT-PCR sont les suivantes: synthèse de l’ADNc à 50°C durant 30 mm;
activation de la polymérase à 95°C pour 15 mm; 40 cycles d’amplification de 95°C pour
45 sec, 63°C (HBG) ou 60°C (mEKLF) pour 45sec et 72°C pour Imin; suivis d’une
élongation finale de 5 min à 72°C. Afin de discriminer les transcrits humain et de souris
amplifiés par les amorces HBG, les produits de PCR ont été précipités et digérés par
l’enzyme de restriction EcoRI (Pi-omega), avant d’être analysés sur gel d’agarose. Le
produit amplifié par les amorces HBG a une longueur de 343pb, après la digestion le
produit humain est clivé en deux fragments de 266pb et 77pb, le produit murin reste
intact (343pb). Le produit amplifié par mEKLf est un fragment de 593pb.
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2.5.2 «Essai de transcription inverse standard»
L’ARN de 600 000 cellules Ly6Cde foies foetaux 14,5 dpc a été extrait par
Trizol (Lfe Technologies). L’ARN de I million de cellules de foies foetaux 14,5 dpc,
exprimant ou non, le facteur de transcription EKLF a également été extrait par Trizol.
L’ARN a été quantifié par photométrie à une longueur d’onde de 260 mn et la présence
de contarninants protéiques a été recherchée en prenant une mesure de la densité optique
à 280 nm. Ensuite, l’ADN complémentaire a été synthétisé par l’enzyme de
transcriptase inverse M-MLV RT (Gibco) en incubant à 37°C pendant I h suivie d’une
incubation de 15 min à 70°C pour inactiver l’enzyme. Puis, les expressions de rnEKLf
et GAPDH (contrôle interne) ont été analysées par une réaction de PCR en duplex en
utilisant les conditions suivantes : 3 min à 95°C; 31 cycles de I min à 95°C, 40 sec à
60°C et 25 sec à 72°C; et une élongation finale de 4 min à 72°C. Les séquences des
amorces sont présentées au tableau I (page 29).
2.6 Immunoprécipitation de la chromatine
L’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) est une approche par laquelle, suite
à une fixation des cellules avec du forrnaldéhyde, on isole des régions d’ADN associées
à une protéine d’intérêt comme par exemples les différentes isofonnes d’histones. Cette
technique nous permet donc de détecter les séquences d’ADN qui sont liées par une
protéine. Chacun des trois anticorps utilisés dans ce travail reconnaissent
spécifiquement une des trois isofonnes d’histones suivante: H3 acétylées (K9, K14), H4
acétylées (K5, K8, K12, K16) et les histones H3 di-méthylées (K4) (Upstate
BiotechnoÏogy). La procédure suivie pour le ChIP est celle proposée par Upsiate
BiorechnoÏogy. Pour réaliser le ChIP, il faut d’abord obtenir la population de cellules
qui nous intéresse. Ces cellules sont culotées par centrifugation, puis les protéines liées
à l’ADN y sont fixées par une incubation dans du fonnaldéhyde 1% pendant 10 min à
37°C (civsslink). Cette chromatine est ensuite soniquée afin d’obtenir des fragments
d’environ 800 pb. Une partie de ces fragments est gardé pour l’input (ADN avant
l’immunoprécipitation) et le reste est incubé toute la nuit avec l’anticorps désiré. Les
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complexes immuns sont ensuite récupérés avec des billes de sépharose recouvertes de
protéines A qui fixent les fragments FC des anticorps. Les liaisons non-spécifiques sont
éliminées par différents lavages successifs. Finalement, l’ADN est purifié en inversant
la fixation de protéines à l’ADN suivi d’une extraction de l’ADN au phénol/chloroforme
et d’une précipitation de l’ADN.
2.7 Analyse semi-quantitative par PCR radioactif en duplex
L’ADN des échantillons de ChIP a été analysé par des réactions de PCR en duplex.
C’est-à-dire qu’au cours de la même réaction de PCR, deux jeux d’amorces spécifiques
amplifient, en même temps, deux régions distinctes. Les réactions de PCR sont
déposées sur gel d’acrylamide 6%. Suite à la migration, les gels sont séchés, puis ils
sont déposés dans une cassette contenant un écran de Phosphorimager. Les réactions de
PCR sont quantifiées par Phosphorimager (Storm 840 d’Amershani Biosciences) à l’aide
du logiciel Image quant 5.2. Un des jeux d’amorces amplifie pour une région d’intérêt
et l’autre jeu amplifie une région contrôle. Cette région sert de contrôle interne, elle
nous permet de normaliser la réaction de PCR. De plus, chaque échantillon de ChIP est
normalisé une deuxième fois par rapport à une réaction de PCR effectuée avec l’ADN de
l’input (ADN récupéré avant l’imrnunoprécipitation). La formule servant au calcul de
l’enrichissement est la suivante
Enrichissement = (intensité de la région d’intérêt ChIP) I (intensité de la région contrôle ChIP)
(intensité de la région d’intérêt input) I (intensité de la région contrôle input)
Les régions d’intérêt étudiées dans cette étude sont : la région du site hypersensible 3
(HS3), la région du promoteur et la région codante du gène y, la région du promoteur et
la région codante du gène F3. La région contrôle est celle du promoteur du gène ZFP37.
Dans les cellules hématopoïétiques, le gène ZFP37 est transcriptionnellement inactif.
Les séquences des amorces utilisées pour les réactions de PCR sont présentées dans le
tableau I (page 29). Pour toutes les réactions de PCR. nous avons vérifié que
l’amplification soit linéaire et non-saturée pour une concentration croissante d’ADN.
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Les conditions de PCR en dup]ex utilisés sont les suivantes 3 min à 94°C; 31 cycles de
45 sec à 94°C, 45 sec à 60°C et 45 sec à 72°C: et une élongation finale de 5 min à 72°C.
Tableau 1: Liste des amorces utilisées
Nom donné à la Séquence en 5’ Séquence en 3’ Fragment
paire d’amorces (ph)
GAPDH 5’-CCC TGT TGC IGT AGC 5’-CCC ACT AAC ATC AAA 800
CGTAT-3’ TGG GG-3’
HBG 5’-GGT GGT CTA CCC 11G 5’-GAT ACT TGT GGG CCA 343
GAC CC-3’ GGG CA-3’
l-1S3 5’-AAA CAC AAG ACC CTC 5’-CAG CAC CAC CAA CCT 167
ACG GTG-3’ GAC Cl-3’
huF3 5’-GGC TGT CAT CAC TTA 5’-GGT TGC TAG TGA ACA 162
GAC CTC-3’ CAG TTG-3’
huf3l 5’-GCT GGT GGT CIA CCC 5’-AGG TTG 1CC AGG TGA 150
TfG GA-3’ GCC AG-3’
huy 5’-GCC 11G ACC AAT AGC 5’-GAA ATG ACC CAl GGC 183
CII GAC A-3’ GIC 1G-3’
huyg 5’-CCTTGG GAG ATG CCA 5’-TCA AAC AGC ICA CAC 202
TAA AGC-3’ CCI GC-3’
koEKLf 5’-TTC TCA GTC CTG TGG 5’-CCC AAA CAA GGC ICA 765 et 400
GAG GTG-3’ GAG GC-3’
5’-TGG CIA CCC GTG ATA
11G CTG-3’
mEKLf 5’-CAC CAC CCT GGG ACA 5’-GCT GGA AGT GGC CII 593
GTT 1G-3’ GGT ACI-3’
ZfP37 S’-lIA CII AGA AGG AAT 5’-ACI TGA GAA AGA AGG 149
GGG AGC AGC T-3’ GAI TGC AGT-3’
3. Résultats
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3.1 Établissement des populations de cellules
Afin d’étudier l’influence de EKLf sur la régulation épigénétique du locus humain
de la globine 13, il nous a fallu utiliser des foies foetaux plutôt que la moelle osseuse, car
la délétion de EKLF n’est pas viable. En effet les souris knock-out meurent vers 1 5
jours après le coït (dpc), nous avons donc utilisé les foetus avant leur mort, soit à 14,5
dpc. Nous avons procédé à l’examen des cellules de ces foies foetaux avant de débuter
l’étude de la chromatine. Afin de ne pas alourdir le texte, lorsque nous parlerons de
foies, ont pourra considérer que l’on réfère aux foies foetaux l4,Sdpc.
3.1.1 Cellules de la lignée érythroide
L’hybridome TER-119 a été caractérisé par Kina et aÏ. (2000). TER-119 nous
permet de marquer les cellules érythroides du stade proéiythroblaste jusqu’aux cellules
érythroides matures. La population de cellules TER-119 positives ne possède pas la
capacité de former des colonies ayant la morphologie typique des BFU-E et CFU-E.
Cependant les auteurs ont noté la formation de très petites colonies possédant de
l’hémoglobine, ils en concluent que les cellules TER-119 les plus primitives ont un
certain potentiel de prolifération puisqu’elles ont la capacité de former de petites
colonies. De plus, ils ont déterminé que $0 à 90% des cellules d’un foie foetal au jour 14
après le coït sont réactives à TER-1 19 et que ce pourcentage diminue autour de 40 à
50% dans le foie des nouveau-nés, puis de 25 à 30% dans la moelle osseuse adulte.
Étant donné que les expériences qui ont servi à la caractérisation de l’hybridome TER-
119 ont été réalisées dans des souris de fond génétique BALB/c et que nous utilisons des
souris de fond génétique CDI, nous avons vérifié le pourcentage de cellules réactives à
TER-1 19 dans les foies CDI. Trois marquages réalisés de façon indépendante nous ont
permis de déterminer que 85 à 90% de la population des cellules d’un foie est réactive
au marquage avec TER-I 19 (figure 2A, page 32). Comme ce pourcentage est élevé,
nous avons donc considéré les cellules du foie comme des cellules de type érythroide.
Nous avons croisé des souris EKLF hétérozygotes afin d’obtenir des embryons
déficients pour EKLF. Les embryons 14,5 dpc sont atteints d’une déficience au niveau
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de l’éiythropoïèse telle que décrit par Nuez et al. (1995). Les foetus déficients sont
moins vascularisés et ont un foie plus pâle que leurs frères wiÏd-type ou hétérozygotes dû
à leur déficience dans la production de la chaîne f3 de la globine. Nous avons vérifié la
présence de l’antigène TER-l 19 à la surface des cellules des foies d’embryons ayant un
phénotype EKLf knock-oïtt. La figure 23 (page 32) représente le phénotype typique
obtenu pour le marquage avec l’anticorps TER-119 de cellules de foies EKLf knock-out
(3 marquages indépendants ont été effectués). Le phénotype révèle que les foies foetaux
EKLF knock-out 14,5dpc n’expriment pas l’antigène TER-119 à la surface de leurs
cellules.
A Foies fcetaux 145 dpc EICLF +/+ B Foies foetaux 14.5 dpc El(LF-/
Cytométrie en flux représentant le marquage avec l’anticorps TER-119. Les cellules de foies foetaux 14,5
dpc de souris de type génétique CDI A) exprimant normalement le facteur de transcription EKLF, B)
n’exprimant pas le facteur de transcription EKLF (EKLf knock-out)
Afin de comparer les cellules des foies wild-type avec celles des foies EKLF knock
out, nous avons réalisé un essai clonogénique en milieu semi-solide de méthyl-cellulose
(en duplicata). Les progéniteurs hématopoïétiques ont le potentiel de proliférer et de se
différencier, ils peuvent donc être mis en évidence par l’essai clonogénique. Le nombre
de colonies formées a été compté après 14 jours de croissance. Le tab]eau li (page 33)
présente les résultats obtenus. Les cellules de foie CDI ont formé 9 colonies au total,
tandis que les cellules de foie EKLf knock-out ont donné naissance à $ colonies. La
TER1I9
Figure 2 : Expression du marqueur de surface TER-119
TER119
ncapacité à former des colonies pour les deux types de cellules parait semblable. Le fait
que les cellules EKLf knock-out n’ont pas acquis la capacité de former plus de colonies
que les cellules des foies wiÏd-tjpe suggère que les cellules des foies EKLF knock-oïtt
ont quitté le compartiment des progéniteurs dans la même proportion que les cellules
d’un foie wiÏd-type. Ce résultat est en accord avec les résultats obtenus par l’équipe de
Nuez (1995) et celle de Perkins (1995) à l’effet que ]es foies foetal EKLF knock-out ont
un nombre normal de cellules formant des colonies, ce qui, selon les auteurs, indique
que le compartiment des progéniteurs n’est pas touché par l’absence de EKLf. De plus,
Perkins et aÏ. (1995) mentionnent dans leur étude que les embryons knock-out ont un
grand nombre de cellules nucléées de type éiythroblaste, donc que les cellules analysées
appartiennent bien à la lignée éiythroide. Ces observations suggèrent que ces cellules
ont franchi le stade de progéniteurs, mais qu’elles ont une maturation subséquente qui
est anormale, car elles sont incapables de générer des éiythrocytes matures. L’absence
de réactivité à l’anticorps TER-119 sera abordée dans la discussion. Pour cette étude,
nous considérerons donc les cellules de foie EKLf knock-out comme une source de
cellules éiythroides.
Tableau I]: Essai clonogénique en méthyl-cellulose à partir de cellules de foie foetal 14,5dpc
5000 cellules CFC
EKLf proficientes 9
EKLf knock-out $
3.1.2 Isolation des ce]]u]es de type progéniteur
Nous avons ensuite procédé à l’isolement de cellules de type progéniteur à l’aide des
marqueurs de sélection CD3I (ER-MPI2) et Ly6C (ER-MP2O). La population de
cellules CD31hLy6C a été caractérisée par van der Loo et aï. en 1995. Ils ont
déterminé que cette population ne contient pas de cellules matures et que
nous permet de marquer les cellules de type progéniteur. Cette population représente I à
2% de la moelle osseuse. Nous avons vérifié la proportion représentée par ces cellules
dans un foie foetal 14,5 dpc. Nous avons procédé au marquage et au tri des cellules de
nfoie en utilisant les marqueurs CD31hLy6C. Nous avons obtenu une sous-population
représentant 3 à 5% de la population totale (exemple figure 3A, page 34). La pureté des
cellules triées a été vérifiée par l’analyse post-tri d’un petit échantillon des cellules
triées, elle était de 90 à 98% pour les différents tris effectués (exemple figure 33, page
34).
j2 i
LyC-FrfC
Figure 3: Exemple de tri de cellules de type progéniteur de foie foetal 14.5dpc
Marquage et tri des cellules en utilisant les marqueurs de surface CD3lh et Ly6C A) Population des
cellules avant le tri, le pourcentage représente la population CD3 1uh1 et Ly6C qui sera triée B) Pureté des
cellules après le tri, le pourcentage représente la population CD3 J lgt’ et Ly6C des cellules triées.
Ensuite, les cellules de foies au phénotype knock-out ont été marquées et triées pour
obtenir des cellules CD3 lhLy6C déficientes pour EKLF. Nous avons obtenu une sous
population représentant 3 à 8% de la population totale du foie (exemple figure 4A, page
35). La pureté des cellules triées a été vérifiée par l’analyse post-tri d’un petit
échantillon des cellules triées, elle était de 93 à 98% (exemple figure 4B, page 35). Le
pourcentage représentant la population de cellules CD3lh1Ly6C d’un foie knock-out
est légèrement supérieur à celui obtenu pour un foie normal. Nous avons utilisé le test
de comparaison d’échantillons non paramétriques de Wilcoxon-Mann-Whitney (test (J)
(Scherrer, 1984). Dès que l’on s’écarte des conditions idéales d’application du test t
(distribution normale et variance égale des échantillons) la puissance du test U devient
supérieure à celle du test t. Comme nos échantillons n’ont pas une distribution normale
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et que les variances sont inégales, il est préférable d’utiliser le test U. Selon ce test, la
différence entre les pourcentages de CD31hnh1Ly6C des deux types de cellules n’est pas
significative (ct 0,1%). Étant donné le nombre faible de foetus knock-out par portée (1
foetus sur 4) combiné avec le faible pourcentage de cellules CD31h Ly6C (3 à 8%)
dans le foie, nous avons été limités par l’obtention de cellules CD31’Ly6C EKLf
knock-out au cours de cette étude.
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figure 4: Exemple de tri de cellules de type progéniteur de foie foetal EKLf knock-out 14.5dpc
Marquage et tri des cellules en utiiisant les marqueurs de surface CD3l et Ly6C A) Population des
cellules avant le tri, le pourcentage représente la population CD3Jh1 et Ly6C qui sera triée B) Pureté des
cellules après le tri, le pourcentage représente la population CD3 ]1h1 et Ly6C des cellules triées.
Afin de caractériser les deux populations de cellules CD3 jhLy6C nous les avons
mis en culture sur milieu semi-solide de méthyl-cellulose. Nous avons utilisé 500
cellules CD3 1h Ly6C pour chaque population. Selon les différentes caractéristiques
des co]onies on peut les identifier comme étant des CFU-E (colony forming unit
eiythroid, BFU-E (bttrst forming unit -eîythroid, CFU-GM (colony forming unit
granulocyte macrophage) ou CfU-GEMM (coÏony forming unit-granuÏocvte, eiythroid,
macrophage, megaca,yocyte). Les différentes colonies ont été comptées après 5 ou 14
jours de croissance (tableau III, page 37). Les résultats représentent la moyenne de 3
97%
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expériences.
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La capacité des deux populations de cellules CD3lhTLy6C à former des colonies
est similaire, soit environ 60 colonies à partir de 500 cellules. Pour ce qui est du type de
colonies formées, les nombres de colonies obtenus pour les BFU-E et les CfU-GEMM
sont similaires, tandis qu’il y a en moyenne 1.33 fois plus de CFU-GM et 2 fois moins
de CfU-E à partir des cellules CD31’Ly6C de foie wiÏd-type qu’à partir des foies
EKLf knock-out. En comparant le pourcentage de CFC obtenu à partir des cellules
CD31h1Ly6C (11,9%) avec celui obtenu à partir du foie total (0,17%), on détermine
que l’on a enrichi la population de 70 fois en progéniteurs suite au tri cellulaire, et ce
pour les foies proficients ou déficients pour EKLF.
Les populations de cellules utilisées pour cette étude se situent aux niveaux des
accolades dans le schéma ci-dessous.
figure 5: Représentation schématique des populations de cellules utilisées dans ce travail adapté à partir
du volume de Charpentier (996)
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Tableau III: Capacité de 500 celluJes CD3l’Ly6C à former des colonies en méthyl-cellulose
Cellules CD3 I hihLy6C CFU-GEMM CFU-GM BFU-F CFU-E CFC
EKLFwiÏd-type 10 27.67 19.67 3.66 61
EKLfk-nock-out lI 19.67 19.66 8 58
3.2 Expression de EKLF dans les cellules enrichies en progéniteurs
Ziegler et collaborateurs (1999) n’ont pas observé d’expression de EKLf dans des
progéniteurs isolés à partir du sang de cordon ombilical humain (tissu employé pour
isoler des HPC utilisés pour les greffes comme alternative à la moelle osseuse), mais
Qian et al. (2002) ont observé que des progéniteurs isolés à partir de la moelle osseuse
(site principal de l’hématopoïèse adulte) humaine expriment EKLf. Étant donné que ces
populations de cellules sont de sources et d’espèces différentes à la population utilisée
dans notre étude (le foie foetal murin, site de l’hématopoïèse foetal), nous avons vérifié
l’expression de EKLf dans nos cellules CD311Ly6C. Nous avons extrait de l’ARN à
partir de 600 000 cellules CD31Ly6C de foie foetal 14,5 dpc, I million de cellules de
foie foetal CDI (contrôle positif) et I million de cellules de foie foetal EKLf knock-out
(contrôle négatif). Nous avons synthétisé l’ADN complémentaire (ADNc) par réaction
de transcription inverse standard, puis nous avons procédé à une réaction de PCR en
duplex, c’est-à-dire en amplifiant simultanément deux régions. Nous avons utilisé des
amorces amplifiant l’ADNc de EKLF et l’ADNc de Gapdh (contrôle interne). Gapdh
est un gène exprimé de façon ubiquitaire, cette propriété nous permet de l’utiliser
comme point de comparaison pour l’expression de EKLf peu importe le type cellulaire
étudié. La figure 6A (page 38) montre les résultats obtenus pour des concentrations
croissantes d’ADNc. Comme attendu, il n’y a pas d’expression de EKLf avec l’ADNc
des cellules EKLf knock-out utilisées comme contrôle négatif. On observe que pour
une expression équivalente du gène Gapdh, EKLF est moins exprimé dans la population
enrichie en progéniteurs que dans les cellules érythroides du foie complet. Donc selon
ce résultat, EKLF serait exprimé dans la population de cellules enrichie en progéniteurs,
mais à un niveau inférieur au niveau d’expression dans les cellules érythroides.
Cependant, il est également possible que cette expression soit le reflet d’une
contamination par quelques cellules matures. En effet, la pureté des progéniteurs utilisés
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était de 90%, alors un doute raisonnable persiste quand à la véracité de ce résultat. Nous
avons donc procédé à un essai de RT-PCR en une étape sur 10 cellules à la fois. Les
cellules CD3 1hjgh Ly6C ont été triées dans une plaque à PCR à raison de 10 cellules par
puits. La figure 6B (page 38) montre les résultats obtenus pour dix puits. 7 puits sur 10
ont donnés un signal positif pour EKLF. Ce résultat vient confirmer le premier résultat,
il semble que EKLf est exprimé dans nos cellules de type progéniteur. Puisque 7 puits
sur 10 sont positifs pour EKLF, il est peu probable que la détection d’expression
d’EKLF soit due à une contamination lors du tri. Ce résultat suggère que EKLF est
exprimé dans certaines cellules de type progéniteur CD31u1Ly6C isolées des foies
foetaux 14,5 dpc.
A
GAPDH
.— EKLF
B
Figure 6: Expression de EKLf dans les cellules enrichies en progéniteurs
A) PCR montrant l’expression de EKLF comparativement à Gapdh avec des concentrations croissantes
d’ADNc synthétisé à partir d’ARN isolés de cellules CD31”Ly6C, de cellules de foie foetal 14,5dpc et
de foie foetal EKLF knock-out 14,5 dpc. B) RT-PCR en une étape (one-step RT-PcR) sur 10 cellules
CD3ltLy6C par réaction montrant l’expression de EKLF. X: marqueur de poids moléculaire ; I à 10
numéro des puits z - : contrôle négatif (aucune cellule) z ± : contrôle positif (ARN de foie foetal complet).
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3.3 Expression des gènes adultes de la globine fE dans les progéniteurs
Nous avons récemment démontré que les gènes adultes murins et humains de la
globine f3 sont exprimés dans les progéniteurs isolés de la moelle osseuse de souris
transgéniques possédant le locus humain de la globine f3 (lii2) (Bottardi et aÏ., 2003).
Les souris 1n2 expriment les gènes de la globine f3 dans toutes leurs cellules érythroides
(Strouboulis et aÏ., 1992). L’analyse du patron de l’expression des gènes du locus
humain lors du développement de souris transgéniques Ïn2 a montré que le gène est
exprimé seulement dans le sac vitellin, le gène ‘y est exprimé dans le sac vitellin et dans
le foie foetal, et le ène f3 dans le foie foetal et dans la moelle osseuse. Le changement
d’expression entre ‘y et f3 survient vers 11,5 dpc et il est complété vers 13 dpc
(Strouboulis et aÏ., 1992). Rappelons-nous que les gènes f3 adultes (6 et f3) du locus
humain et les gènes adultes (f3-mineur et f3-majeur) du locus murin sont exprimés dans
les cellules érythroides du foie foetal 14,5 dpc. Étant donné que EKLf est essentiel à
l’expression des gènes adultes de la globine f3 et que nous avons observé qu’il est
exprimé dans les progéniteurs CD31Ly6C, nous avons vérifié si l’expression basale
des gènes adultes de la globine f3 est dépendante de EKLF dans les progéniteurs
CD3l”Ly6C. Dans un premier temps, nous avons vérifié l’expression des gènes
adultes de la globine f3 dans les progéniteurs CD3 I hirhLy6c isolés de foies foetaux 14,5
dpc de souris transgéniques 1n2. Pour vérifier l’expression des gènes f3 dans la
population de cellules enrichie en progéniteurs, des cellules CD3 1”Ly6C ont été triées
dans une plaque à PCR à raison de 1 cellule par puits. Les amorces utilisées dans les
réactions de RT-PCR co-amplifient à la fois les gènes adultes de souris (f3-majeur et f3-
mineur) et humains (6 et f3) (Reik et aï., 199$). Les produits de PCR correspondants aux
transcrits humains et de souris ont la même taille, c’est pourquoi ils doivent être séparés
par digestion à l’aide de l’enzyme de restriction EcoRI qui reconnaît un polymorphisme
entre les séquences humaine et de souris. La figure 7A (page 40) montre les résultats
obtenus pour dix puits. Le contrôle positif, de l’ARN de foie foetal 14,5 dpc de souris
1n2 montre les deux fragments obtenus après amplification et digestion des produits de
PCR. Après digestion, le fragment ayant le poids moléculaire le plus haut (343pb)
représente l’expression murine (f3-majeur et f3-mineur) et le fragment le plus petit
(266pb) représente celle du locus humain (6 et f3). Seulement I cellule sur 10 exprime
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un transcrit pour les gènes adultes de la globine f3 humaine et 2 sur 10 expriment un
transcrit pour ceux de la souris. Ces proportions sont relativement faibles
comparativement aux résultats que nous avions obtenus avec les cellules de type
progéniteur de la moelle osseuse, soit 18/25 pour les transcrits de souris et 13/26 pour
les transcrits humains (Bottardi et aÏ., 2003, voir l’annexe I). Les résultats de cette
expérience semblent indiquer que très peu de progéniteurs CD31Ly6C provenant de
foies foetaux 14,5 dpc expriment les gènes adultes des locus murin et humain de la
globine f3.
A
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Figure 7 : Expression des gènes adultes de la globine f3 murine et humaine dans les cellules enrichies en
progéniteurS
A) Cellules CD31hLy6C de foies foetaux 14,5 dpc de souris 1n2, B) Cellules de
foies foetaux 14,5 dpc de souris 1n2 EKLF knock-out. A et B) Les cellules CD31hLy6C ont été triées à
raison d’une cellule par puits dans une plaque à PCR. Les produits de PCR sont amplifiés à partir d’une
seule paire d’amorce amplifiant à la fois l’ADNc des formes adultes de la globine f3 murine et humaine.
Les produits de PCR pour les transcrits murins et humains sont de la même taille, ils ont été précipités,
puis digérés par EcoRl afin de distinguer les deux produits. X : marqueurde poids moléculaire; I à 17
numéro des puits;
- : contrôle négatif (aucune cellule); + : contrôle positif (ARN de foie foetal complet).
B
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Nous avons ensuite vérifié l’expression des gènes adultes humains et murins dans les
progéniteurs CD311Ly6C EKLF knock-out. Seulement 2 cellules sur 17 expriment
les gènes adultes humains, tandis que 11 cellules sur 17 expriment les gènes adultes
murins (figure 7B, page 40). Dans une expérience similaire, nous avions déposé 5
cellules CD3lLy6C EKLF knock-out par puits au lieu d’une seule. Nous avons
obtenu des proportions semblables lors de cette expérience, soit 2 puits sur 10 ont donné
un signal positif pour les gènes adultes humains, tandis que 6 sur 10 étaient positifs pour
les gènes murins adultes. Il semble que les cellules de type progéniteur knock-out pour
EKLF expriment plus les transcrits murins que les cellules de type progéniteur wild-type,
par contre les transcrits adultes humains sont exprimés de façon similaire dans la
population de cellules enrichie en progéniteurs indépendamment de EKLf.
3.4 Acétylation des histones et EKLf
Maintenant que nous avons déterminé les différentes populations de cellules qui
seront utilisées dans notre travail, nous pouvons procéder à l’étude de la chromatine de
ces cellules. Nous ne pouvions pas être certain que la structure de la chromatine du
locus de la globine f3 des cellules de foie foetal 14,5 dpc soit identique à celle de la
moelle osseuse. C’est pourquoi avant d’investiguer l’effet de EKLF nous avons d’abord
établi les niveaux d’acétylation histones H3 et H4 pour les cellules érythroides et pour
les progéniteurs du foie wiÏd-type. Nous avons vérifié l’acétylation à cinq régions du
locus: la région du HS3 parce que c’est un site important pour l’activité du LCR et que
EKLf semble être requis pour son activité, la région du promoteur du gène 13 et la région
codante du gène f3 comme environnement actif pour la transcription et parce que EKLF
est requis pour l’expression de ce gène, et la région du promoteur du gène ‘ et la région
codante du gène ‘ comme environnement inactif pour la transcription. Pour connaître
l’enrichissement en acétylation des différentes régions, on procède à
l’immunoprécipitation de la chromatine avec l’anticorps voulu. Les fragments d’ADN
que l’on a recueilli par ChIP avaient une longueur moyenne d’environ $00 pb (figure
$A. page 43). Nous avons privilégié l’emploi de fragments de $00 pb, car nous voulions
établir un patron général des modifications de la chromatine. Le matériel
immunoprécipité «ChIP» et de l’ADN prélevé avant l’immunoprécipitation «l’input» ont
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été analysés par des PCR en duplex. Des réactions de PCR avec des concentrations
croissantes d’ADN sont réalisées afin d’identifier la phase linéaire d’amplification
(figure 8B, page 43). Ensuite, par Phosphorlrnager (Storrn 840 d’Amersham
Biosciences) à l’aide du logiciel Image quant 5.2, on quantifie les bandes qui
correspondent à la région d’intérêt et au contrôle interne (ZfP37). Dans les cellules
hématopoïétiques, ZFP37 n’est pas transcrit. De plus, il a déjà été utilisé comme
contrôle pour étudier la chromatine du locus de la globine f3 (McManow et aÏ., 2000;
Bottardi et aÏ., 2003). Par division de l’intensité obtenue pour le site d’intérêt par celle
obtenue pour le contrôle interne, on obtient un rapport de l’intensité normalisée.
Lorsqu’on a calculé les rapports normalisés correspondant à l’input et au ChIP, on
calcule l’enrichissement (E) des histones pour un site en divisant le rapport du ChIP par
le rapport correspondant à l’input (voir formule page 2$ du matériel et méthodes).
Comme les résultats que nous avons obtenus dans cette étude n’ont pas une distribution
normale, ils ne remplissent pas les conditions d’application des tests paramétriques.
Nous avons donc employé le test de comparaison d’échantillons non paramétriques de
Wilcoxon-Mann-Whitney (Schen-er, 1984). Nous devons mettre un bémol sur les
comparaisons d’enrichissements des différentes régions du locus qui suivront. En effet,
la longueur de l’amplicon des différents jeux d’amorces fait varier l’intensité de
l’amplicon analysé. De plus, l’efficacité d’amplification des différents jeux d’amorces
peut influencer le résultat. C’est pourquoi, il faut donner une moindre importance aux
comparaisons impliquant les différentes régions que celles faites entre les différents
types cellulaires ou fond génétique, car ces dernières ne sont pas influencées par ces
variables. Une fois ces considérations en tête, il est tout de même intéressant de faire
toutes ces comparaisons c’est pourquoi elles sont inclues dans le texte qui suit.
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Figure 8 : Exemple d’échantillons de ChIP
A) Exemple de la longueur moyenne des fragments utilisés pour les ChIP et B) exemple d’échantillons en
phase linéaire. : marqueur de poids moléculaire
Nous avons donc vérifié l’acétylation des histones F13 et F14 des cellules érythroides
du foie foetal 1n2 (14,5 dpc), aux 5 régions mentionnées plus haut. Les résultats obtenus
pour les histones F13 (figure 9, page 44), montrent que le niveau d’acétylation est
semblable (Œ 1%) aux cinq régions étudiées avec un enrichissement entre 6,2 et 7.
Pour l’acétylation des histones F14 (figure 9, page 44), les enrichissements observés aux
5 régions (entre 4 et 6,4) ne sont pas significativement différents au seuil de 0,1%.
L’acétylation globale des histones F13 est I ,5 fois plus élevée que celle des histones H4,
sauf au HS3 (Œ0,1%).
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figure 9 : Patron d’acétylation des histones H3 et H4 dans les cellules érythroides.
Le niveau enrichissement des histones H3 acétylées est représenté par les bandes grises foncées. Le
niveau enrichissement des histones H4 acétylées est représenté par les bandes grises pâles. L’axe des Y
représente l’enrichissement (rapport du ChIP/rapport de l’input). HS3 : région du HS3; y prom : région du
promoteur y; y gène région codante du gène y; f3 prom région du promoteur f3; f3 gène: région codante du
gène f3.
Dans un deuxième temps, nous avons vérifié l’acétylation des histones H3 et H4
dans la population de cellules enrichie en progéniteurs (figure 10, page 45). Le niveau
d’acétylation des histones H3 de la région du HS3 est entre 3 et $ fois plus élevé que les
autres sites du locus. De plus, la région du promoteur du gène ‘ a un enrichissement de
4,5, ce qui est environ 2 fois plus élevé que l’enrichissement de la région du promoteur
du gène 3 (E = 1,7) et de celui de la région codante de -y (E 2) (Œ E 1%). Même si
l’enrichissement en acétylation de l’histone H4 de la région du HS3 et de celle du
promoteur ‘y est moins élevé que l’enrichissement des histones H3, il est de 1,6 à 3 fois
plus élevé dans la région du HS3 que pour les autres régions du locus (ci 1%). La
région du promoteur ‘ est 1,5 fois plus acétylé que la région codante du gène ‘y (ci 1%).
L’acétylation des histones H3 est plus élevée que celle des histones H4 pour les régions
du HS3 (3,8 fois), du promoteur y (2,1 fois) et du gène f3 (1,7 fois) avec un seuil de
probabilité de 1%. En résumé, le point marquant de l’acétylation dans les cellules
enrichies en progéniteurs semble se situer dans la région du HS3.
HS3 y prom y gène f3 prom f3 gène
45
18
16
14
w
E
10
0
6—
w::
_ _
HS3 y prom y gène j3 prom 13 gène
Figure 10 Patron d’acétylation des histones H3 et 1-14 dans les cellu]es de type progéniteur.
Le niveau enrichissement des histones H3 acétylées est représenté par les bandes lignées obliques. Le
niveau enrichissement des histones H4 acétylées est représenté par les bandes lignées à horizontales.
L’axe des Y représente l’enrichissement (rapport du ChIP/rapport de l’input). HS3 : région du HS3; y
prom région du promoteur y; y gène: région codante du gène y; 13 prom t région du promoteur 13; 13 gène:
région codante du gène f3.
Lorsque l’on compare l’acétylation des histones des cellules enrichies en
progéniteurs avec celle des cellules érythroides, on observe plusieurs différences.
Premièrement, pour les histones H3, toutes les régions examinées sont plus acétylées
dans les cellules érythroides que dans les cellules de type progéniteur (1,5 à 4,2 fois, ci
1%), à l’exception du HS3 qui est 2,1 fois moins acétylé (ci 1%). Deuxièmement, pour
l’acétylation des histones H4, tous les sites sont plus acétylés dans les cellules
éiythroides que dans la population de cellules enrichie en progéniteurs (1,8-3,9 fois, ci
1%). En résumé, dans les cellules de type progéniteur, on observe un enrichissement
d’acétylation autour de 2, à l’exception du HS3 où l’on observe un pic d’acétylation des
histones H3. Dans les cellules érythroides, l’acétylation des histones du locus aux sites
étudiés subit une hausse générale, à l’exception de celle du HS3 qui diminue pour se
retrouver au même niveau que les autres sites.
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Les résultats obtenus à partir des cellules du foie foetal (de type progéniteur et
érythroides) diffèrent de ceux que nous avons récemment publiés (Bottardi et al., 2003)
que l’on peut trouver à l’annexe 1. Malgré ces différences qui seront abordées dans la
discussion, nous avons établi le patron d’acétylation de la chromatine du locus de la
globine F3 dans les cellules de foies foetaux 14,5 dpc (érythroides et enrichies en
progéniteurs), nous permettant d’étudier l’influence de EKLf sur cette modification des
histones.
Pour étudier l’influence de EKLF sur l’acétylation du locus, nous avons d’abord
regardé son influence dans les cellules oii son rôle est connu, c’est-à-dire dans les
cellules érythroides. La figure 11 (page 47) présente la comparaison entre les résultats
obtenus dans les cellules érythroides wild-type (bandes pleines) par rapport aux cellules
érythroides EKLF knock-out (bandes quadrillées). Contrairement aux cellules
éiythroides wiÏd-type, le niveau d’enrichissement en acétylation pour les histones H3
dans les cellules éiythroides EKLf knock-out varient selon les régions étudiées.
L’acétylation dans la région du promoteur f3 (E = 1,6) et dans la région codante f3 (E =
1,6) est significativement (u 1%) plus basse (1,6 à 2 fois) que l’acétylation aux autres
régions (E entre 2,5 et 3,4). De plus, l’acétylation de la région du promoteur 7 (E = 2,5)
est plus basse que celle de la région du N$3 (E = 3,4) (u 1%). En résumé, l’absence
de EKLF affecte à la baisse l’acétylation des histones H3 à toutes les régions examinées
et de façon plus prononcée dans la région du gène f3.
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figure Il : Acétylation des histones H3 en présence et en absence de EKLf
Comparaison de l’acétylation des histones H3 du locus de la globine 13 humaine dans les cellules
érythroides de la lignée de souris 1,i2 en présence (bande pleine) et en absence (bandes quadrillées) du
facteur de transcription EKLf. HS3 : région du HS3; y prom : région du promoteur y; y gène : région
codante du gène y; 13 prom : région du promoteur 13; 13 gène: région codante du gène 13.
Nous avons poursuivi en vérifiant l’acétylation des histones H4 dans les cellules
érythroides EKLF knock-out. La figure 12 (page 48) présente les résultats obtenus pour
ces cellules en comparaison avec les résultats qui avaient été obtenus dans les cellules
érythroides wiÏd-type. On observe une différence significative entre les deux types de
cellules au niveau de toutes les régions sauf celle du HS3 ta I %). En effet,
l’enrichissement en histones H4 acétylées diminu entre 1,8 et 3,1 fois (sauf au HS3) en
absence de EKLf dans les cellules érythroides. Lorsqu’on compare, entre elles, les
différentes régions du locus de la globine F3 dans les cellules érythroides knock-out, on
observe que le niveau d’acétylation des histones H4 de la région du HS3 est plus de 1,9
fois plus élevé que celui des autres régions (a 1%). Les différences en acétylation des
histones H4 entre la région du promoteur y et sa région codante ainsi qu’entre la région
du promoteur F3 et sa région codante ne sont pas significatives ta 1%). Cependant, la
différence entre l’enrichissement en histones acétylées de la région codante des deux
gènes est différente au seuil de 1%, tandis que celle entre les promoteurs ne l’est pas au
4$
seuil de 0,1%. En résumé, l’absence de EKLF dans les cellules érythroides affecte le
niveau d’acétylation des histones 1-14 de la région des promoteurs ‘y et f3, ainsi que celui
des régions codantes des gènes ‘y et f3.
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figure 12 : Acétylation des histones H4 dans les cellules érythroides en présence ou en absence de EKLF
Les cellules érythroides de la lignée de souris Iii2 en présence (bande pleine) et en absence du facteur de
transcription EKLf (bandes quadrillées). HS3 : région du HS3; y prom région du promoteur y; y gène:
région codante du gène y; f3 prom : région du promoteur f3; f3 gène: région codante du gène f3.
Les enrichissements obtenus pour l’acétylation des histones H3 et 1-14 nous indiquent
que l’absence de EKLF semble affecter à la baisse l’acétylation des histones du locus
dans les cellules éiythroides, sauf pour l’acétylation de l’histone F14 dans la région du
HS3 où il ne semble pas y avoir de différence. De plus, il semble que les régions du
promoteur et de la partie codante du gène f3 sont plus fortement touchées par l’absence
de EKLF que les autres régions.
Étant donné que la diminution d’acétylation des histones semble plus importante
pour le gène f3 (promoteur et partie codante), nous avons vérifié si ces régions sont
touchées dans les progéniteurs déficients pour EKLf. La figure 13 (page 49) récapitule
les résultats obtenus pour l’enrichissement des histones F13 pour les quatre types de
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cellules étudiées. L’absence de EKLF dans la population de cellules enrichie en
progéniteurs n’a pas d’effet sur l’acétylation des histones F13 de la région du promoteur,
mais au niveau du gène elle induit une diminution d’environ 2 fois par rapport aux
cellules de type progéniteur wild-type (Œ I %). Il faut noter que les cellules de type
progéniteur knock-out est le seul type de cellules où l’on observe une différence
significative entre les niveaux d’acétylation des histones F13 entre la région du
promoteur et la région codante du gène f3. Donc, il semble que l’absence de EKLf
affecte I’acétylation des histones F13 des cellules érythroides de la région du gène f3
(promoteur et partie codante), mais que son absence dans les cellules de type progéniteur
affecte seulement la partie codante du gène.
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figure 13 : Acétylation des histones H3 de la région du promoteur et de la région codante du gène [3
Bandes foncées pleines : cellules éiythroides; bandes rayées obliques : cellules enrichies en progéniteurs;
bandes quadrillées : cellules érythroides EKLF knock-out; bandes claires : cellules enrichies en
progéniteurs EKLF knock-out. [3prorn : région du promoteur [3; [3gène: région codante du gène [3.
Nous avons également regardé ce qu’il en est au niveau de J’acétylation des histones
F14 dans les cellules enrichies en progéniteurs (figure 14, page 50). L’absence de EKLf
dans ces cellules n’a pas d’effet significatif au seuil de 0,1% sur le niveau d’acétylation
des histones F14. Donc, il semble que pour l’acétylation des histones H4, ce soit
seulement les éiythroides qui sont touchées par l’absence de EKLF.
4-
Q,
E
w
u)(n
o
w
8
7
6
5
4
3
2
1
o
T
50
Figure ]4 : Acétylation des histones H4 de la région du promoteur f3 et de la région codante du gène f3.
Bandes pâles pleines : cellules érythroides; bandes rayées horizontales : cellules enrichies en progéniteurs;
bandes quadrillées : cellules érythroides FKLf knock-out; bandes pointillées : cellules enrichies en
progéniteurs EKLF knock-out. f3 prom : région du promoteur f3; f3 gène: région codante du gène f3.
En résumé, l’absence de EKLF semble entraîner une forte diminution d’acétylation
des histones H3 et H4 surtout dans les cellules érythroides. les cellules de type
progéniteur n’étant affectées par une baisse (de moitié) que dans la région codante du
gène J3 et ce seulement pour les histones 1-13. 11 semble donc que EKLF ne soit pas très
important pour l’acétylation des histones de la région du gène f3 (promoteur et partie
codante) dans les cellules de type progéniteur, du moins dans cette région à ce stade de
la différenciation des cellules hématopoïétiques.
3.5 Rôle de EKLF dans les cellules érythroides primitives
Le rôle le mieux caractérisé de EKLf est l’activation de la transcription du gène f3
adulte du locus de la globine f3, cependant EKLF est exprimé dans les embryons murins
dès 7,5 dpc (Southwood et aÏ., 1996). Pourtant, l’expression des gènes f3-mineur et f3-
majeur murin commence seulement vers le jour 11,5 dpc. Le groupe de Tewari (199$) a
proposé que EKLF est actif dans les cellules érythroides primitives et qu’il est requis
pour l’activité du HS3. Afin d’investiguer si EKLF est important pour l’acétylation des
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histones dans les cellules éiythroides primitives, nous avons utilisé les cellules du sac
vitellin 10,5 dpc. Étant donné que Tewan et aï. (199$) ont montré que EKLf est requis
pour l’activité du HS3, nous avons d’abord étudié l’acétylation des histones de la région
du HS3. Les données pour les cellules éiythroides primitives wiÏd-type ont été fournies
par Wollenschlaeger A. et Milot E. (en préparation). La longueur des fragments qu’ils
ont utilisés était de 800 ph et la méthode utilisée est la même. Les valeurs
d’enrichissement peuvent donc être comparés à celles que nous avons obtenus. La
figure 15 (page 51) montre les résultats pour les cel]ules érythroides primitives witd-type
en comparaison aux cellules éiythroides primitives knock-out pour l’acétylation des
histones H3 et H4. Les histones des cellules érythroides wild-type pour EKLF sont
hyperacétylées dans la région du HS3. Les histones H3 et les histones H4 ont des
enrichissements de 5,8 et 7,5 respectivement, tandis que dans les cellules érythroides
primitives déficientes pour EKLF l’acétylation des histones diminue de 2 fois (E = 2,8)
pour ]es histones H3 et de 5 fois (E = 1,4) pour les histones H4 (a 1%). Ce résultat
semble montrer que l’absence EKLf agit fortement sur l’acétylation de la région du HS3
dans les cellules érythroides primitives.
r-- -
figure 15 : Acétylation des histones de la région du HS3 dans les cellules érythroides primitives
Cellules érvthroides primitives ii’iÏd-tjpe (bandes noires pointillées) vs cellules érythroides primitives
EKLf k-nock-out (bandes b]naches pointillées). N3A : histones H3 acétylées; H4A histones H4
acétylées.
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Le gène f3 n’est pas actif dans les cellules ér’1hroides primitives. Nous avons tout de
même vérifié si l’absence de EKLF a un effet sur l’acétylation des histones du gène f3,
comme c’est le cas pour les histones de la région du gène 7 dans les cellules éiythroides
du foie foetal 14,5 dpc (figure li, page 47). De plus comme EKLF peut s’associer avec
une histone dé-acétylase (Chen et Bieker, 2001), il pourrait être nécessaire à la
répression du gène f3. L’état d’acétylation du promoteur du gène à ce stade du
développement a été vérifié par A. Wollenschlaeger et E. Milot (en préparation). Le
niveau d’acétylation observé dans les cellules érythroides primitives est moins important
que dans les cellules éiythroides définitives du foie foetal 14,5 dpc. Nous avons vérifié
si l’absence de EKLF entraîne un changement au niveau de l’acétylation de la région du
promoteur f3 dans les cellules érythroides primitives (figure 16, page 52). Les histones
H3 de la région du promoteur f3 ne sont pas enrichies en acétylation et ce dans les
cellules éiythroides primitives avec et sans EKLF. Cependant, même si l’acétylation des
histones H4 du promoteur f3 est modeste (E = 2,4) dans les cellules éiythroides
primitives i’iÏd-type, elle diminue de 2,3 fois en absence du facteur de transcription
EKLf (pas d’enrichissement). Donc, dans les cellules érythroides primitives du sac
vitellin, EKLF semble contribuer à l’acétylation des histones H4.
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Figure 16 t Acétylation des histones de la région du promoteur f3 dans les cellules érythroides primitives
Acétylation des histones H3 et H4 de la région du promoteur f3 dans les cellules éiythroides primitives
wild-type (bandes noires hachurées) vs EKLf knock-out (bandes blanches hachurées). H3A : histones H3
acétylées; H4A : histones H4 acétylées.
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Nous avons montré dans cette section que EKLF est important pour l’acétylation
adéquate des histones de la région du HS3 dans les cellules éiythroides primitives.
EKLF influence aussi l’acétylation des histones H4 de la région du promoteur f3. EKLf
semble donc être un facteur important pour une acétylation des histones du locus de la
globine f3 dans les cellules érythroides primitives et définitives.
3.6 La di-méthylation des histones et EKLF
La méthylation marque également les nucléosomes de la chromatine. En effet, la di
méthylation de la lysine 4 de l’extrémité N-terminale de l’histone H3 (H3K4) est reliée à
une chromatine active (Strahl et al., 1999). Nous avons donc établi le patron de di
méthylation de H3K4 pour les cellules éiythroides vt’iÏd-type, la population cellules
enrichie en progéniteurs wiÏd-type et les cellules érythroides EKLF knock-out (figure 17,
page 54). Les histones de la région codante du gène f3 sont plus enrichies en di
méthylation de H3K4 dans les cellules de type progéniteur que dans les cellules
érythroides witd-t)pe, ce qui n’est pas observé au niveau de ]a région du promoteur f3.
De plus, on observe une diminution significative de 1,7 fois et de 2,4 fois de la di
méthylation de H3K4 de la région du promoteur f3 et de la région codante du gène f3
respectivement dans les cellules érythroides knock-out comparativement aux cellules
érythroides wild-type. On a également observé la moitié de l’enrichissement en H3K4
di-méthylées dans la région du HS3 dans les cellules de type progéniteur et les cellules
érythroides knock-out par rapport aux cellules érythroides wiÏd-type. Aucune différence
significative n’a été observée au promoteur du gène ‘ dans les trois types de cellules (Œ
I %). Dans les cellules de type progéniteur, la région codante du gène f3 est environ 2,5
fois plus enrichie en H3K4 di-méthylée que la région du promoteur f3. finalement, la di
méthylation de H3K4 dans la région codante diminue de 1,8 fois dans cellules
érythroides wild-type comparativement aux cellules de type progéniteur (a I %). En
résumé, la di-méthylation de H3K4 diminue en absence de EKLf dans la région du HS3,
du promoteur f3 et de la partie codante du gène f3. De plus, cette marque est plus élevée
dans la région codante du gène f3 dans les cellules de type progéniteur que dans les
cellules plus matures, tandis que dans la région du HS3, c’est dans les cellules
érythroides que l’on observe une plus grande di-méthylation de H3K4.
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Figure 17 t Di-méthylation de la lysine 4 de l’histone H3
Di-méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 dans les cellules érythroides wild-type (bandes en échiquier),
les progéniteurs (bandes lignées verticale) et les cellules érythroides knock-out (bandes avec lignes
vaguées). HS3 : région du HS3; ‘ prom t région du promoteur y; f3 prom : région du promoteur f3; f3 gène:
région codante du géne f3.
Étant donné que la région codante du gène E3 semble marqué d’une di-méthylation
dans les progéniteurs, nous avons vérifié si l’absence de EKLF pouvait causer une
modification du niveau de di-méthylation de H3K4 au niveau de la région du gène [3
(figure 1$, page 55). Dans la région du promoteur et de la partie codante du gène [3,la
di-méthylation de H3K4 est significativement plus importante (2 fois) dans les
progéniteurs wild-type que dans la population de cellules enrichie en progéniteurs knock
out (a 1%). Cependant, la différence entre la di-méthylation dans la région du
promoteur dans les cellules érythroides knock-out et celle dans la population cellules
enrichie en progéniteurs knock-out n’est pas significative (cx 1%). Toutefois, la
différence entre la di-méthylation dans la région codante des cellules érythroides knock
out et celle dans les cellules de type progéniteur knock-out est significative (cx I %) et
elle se traduit par une hausse d’enrichissement de 2 fois dans les cellules de type
progéniteur. En résumé, la di-méthylation des H3K4 diminue dans la région de
promoteur [3 dans les cellules EKLf knock-out. Cependant, pour la région codante,
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même si l’on observe une baisse de di-méthylation de H3K4 entre les cellules wild-type
et knock-out, les cellules de type progéniteur wiÏd-type et knock-out ont une plus grande
di-méthylés de H3K4 que les cellules érythroides.
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Figure 18 : Di-méthy]ation de H3K4 dans la région du gène f3
Di-méthylation de H3K4 dans les cellules érythroides wild-type (bandes en échiquier), les progéniteurs
(bandes lignées verticale), les cellules érythroides knock-out (bandes avec lignes vaguées) et progéniteurs
knock-out (bandes grises pointillées). f3 prom : région du promoteur 3; f3 gène: région codante du gène f3.
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4. Discussion
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4.1 Réactivité des cellules EKLF knock-otit à l’anticorps TER-119
Nous avons observé, dans trois expériences indépendantes, que les cellules de foies
foetaux EKLf knock-out 14,5 dpc n’expriment pas l’antigène TER-119 au niveau de leur
membrane. Pourtant, au stade de maturation que ces cellules ont atteint, on aurait dû
observer la présence de l’antigène. En effet, Perkins et aÏ. (1995) ont observé que les
cellules EKLF knock-out ont un phénotype d’érythroblastes nucléés et Kina et aÏ. (2000)
ont détecté ce type de cellules avec l’anticorps TER-119. Cependant, le groupe de
Suwabe (199$) a obtenu des résultats qui suggèrent qu’il y a l’accumulation de TER-119
durant la différenciation des cellules érythroides. Il pouffait donc être possible que les
cellules EKLf soient bloquées à un stade où un très faible niveau de TER-119 est
exprimé et que nous ne l’avons pas détecté. On pourrait également penser que l’absence
du facteur de transcription EKLF a un effet sur l’expression membranaire de l’antigène
TER-119. Les défauts de maturation des cellules érythroides EKLf knock-out
pourraient faire en sorte que l’antigène ne prend pas sa place à la membrane. Cette
éventualité pourrait être testée par immunobuvardage de type Western sur un extrait
cellulaire total provenant de cellules de foies foetaux EKLf knock-out 14,5 dpc.
Des expériences d’irnrnunoprécipitation avec TER-119 et anti-glycophorine A ont
montré que ces deux molécules sont fortement associées ensemble à la membrane
cellulaire des cellules érythroides (Kina et aÏ., 2000). Chez l’humain, les molécules de
glycophorines (GP) sont considérées comme des marqueurs spécifiques des cellules
érythroides (Anstee et Edwards, 1982), mais les GP murines ne sont pas aussi bien
caractérisées et les anticorps murins contre ces molécules ne sont pas disponibles
commercialement. La séquence consensus de EKLF (boîte CACCC) est retrouvée dans
le promoteur des GP A, B, C et E. Gregory et al. (1996) ont montré que EKLf stimule
la transcription de la GPB, mais l’effet de EKLF sur la transcription des autres GP n’est
pas documenté. Il n’est pas rare que des gènes associés dans leurs fonctions soient
régulés par les mêmes facteurs de transcription, comme par exemple GATA-1 qui régule
l’expression de plusieurs gènes impliqués dans l’érythropoïèse. Il n’est donc pas exclu
que EKLF puisse avoir un effet sur ces autres GP, d’ailleurs EKLF est exprimé avant
GPA dans la différenciation des cellules érythroides, mais GPA est exprimé avant le
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gène f3 de la globine f3 (Ziegler et aï., 1999). Comme EKLF est impliqué dans la
régulation de la transcription de molécules membranaires (au moins pour GPB), il est
possible qu’en son absence la membrane soit déstabilisée empêchant TER-1 19 de se
retrouver à la membrane. On pourrait ainsi penser que l’expression de la GPA et/ou de
l’antigène TER-119 est régulée par EKLf. L’effet du facteur de transcription EKLF sur
la régulation transcriptionnelle de la GPA pourrait être testé en fusionnant le promoteur
de la GPA à un gène rapporteur comme la luciférase. Cependant comme l’identité du
gène codant pour l’antigène TER-119 est inconnue, l’effet direct de EKLf sur
l’expression de ce gène ne peut pas être testé à l’heure actuelle.
4.2 EKLF est exprimé dans les progéniteurs
Nous avons observé que EKLF est exprimé dans des progéniteurs CD31h1Ly6Cde
foies foetaux murins 14,5 dpc. Qian et aï. (2002) ont fait l’observation que EKLF est
exprimé dans les progéniteurs CD34 isolés à partir de la moelle osseuse humaine. Par
contre, Ziegler et al. (1999) n’ont pas observé d’expression pour EKLf dans les
progéniteurs CD34 de sang de cordon ombilical humain. Cette différence peut
s’expliquer par l’origine différente des cellules isolées et par les méthodes de détection
de l’expression utilisées.
Les résultats obtenus à partir des expériences de RT-PCR sur 10 cellules, montrent
que ce ne sont pas toutes les cellules CD31Ly6C qui expriment EKLf. Lors de
l’essai clonogénique, nous avons observé que certaines cellules de type progéniteur
donne naissance à des colonies de type CfU-GM. Les progéniteurs CfU-GM sont déjà
commis aux lignées de granulocytes et de macrophages. L’expression de EKLF étant
restreinte à la lignée des cellules éiythroides, il serait donc normal que ce ne soient pas
toutes les cellules testées qui expriment le facteur de transcription EKLf.
59
4.3 Expression basa]e des gènes adultes de la globine dans les cellules enrichies
en progéniteurs
Nous avons observé que les gènes adultes de la globine [3 humaine sont peu exprimés
dans les cellules de type progéniteur du foie foetal 14,5 dpc de souris Ïn2. Seulement I
cellule sur 10 exprime un transcrit pour les gènes adultes [3 humains contre 13/26 dans
les progéniteurs de la moelle osseuse (Bottardi et al., 2003, voir l’annexe 1). Pour les
transcrits de souris, c’est 2 cellules sur 10 comparativement à 18/25 dans les
progéniteurs de la moelle osseuse (Bottardi et al., 2003, voir l’annexe I). Il est possible
que ces différences s’expliquent par le faible nombre de cellules analysées ou par une
différence au niveau de la population CD31h1Ly6C présente dans le foie foetal. Par
exemple, le nombre de CFU-GM formées en méthyl-cellulose est de 21% pour les
progéniteurs de la moelle osseuse (Bottardi et al., 2003, voir l’annexe I) et de 45% pour
les populations de cellules du foie foetal 14,5 dpc enrichies en progéniteurs. Le plus
grand pourcentage de cellules commises aux lignées de granulocytes et de macrophages,
pounait être en partie responsable de la diminution observée quant aux nombres de
cellules exprimant un transcrit pour les gènes [3 adultes. De plus, l’environnement des
cellules de la moelle osseuse n’est pas identique à celui du foie foetal. Les cellules de la
moelle osseuse sont dans un environnement plus diversifié en ternie de cellules que le
foie foetal 14,5 dpc qui contient de 85 à 90% de cellules érythroides, il ne reste que 10 à
15% pour d’autres types de cellules. L’environnement différent des cellules influence
différemment l’hématopoïèse et il est possible que l’expression basale des gènes soit
modifiée en réponse aux différents signaux externes.
L’expression des gènes adultes humains et murins dans la population de cellules
enrichie en progéniteurs Ïii2 EKLf knock-out a montré que pour les gènes adultes
humains, il n’y a pas de différence entre les cellules vild-type et les cellules knock-out.
Cependant, pour l’expression de la globine murine, les cellules de type progéniteur
EKLf knock-out semblent exprimer plus de transcrits que les cellules de type
progéniteur wild-iype (figure 7A et B, page 40). Le nombre de cellules analysées étant
faible, il est difficile de conclure, mais ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que
chez la souris, il y a un seul changement d’expression de la chaîne [3 d’embryonnaire à
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foetal/adulte, tandis que chez l’humain il y en a un supplémentaire de foetal à adulte.
Chen et Bieker (2001) ont montré que EKLF peut interagir avec mSin3A et HDACI, des
co-répresseurs transcriptionnels. Il est possible que EKLF exerce un rôle de répression
sur les gènes 13-mineur et/ou 13-majeur dans les cellules de type progéniteur, rôle qu’il ne
jouerait pas pour le gène f3 humain.
4.4 Différences entre les cellules de la moelle osseuse et des cellules du foie foetal
Nous avons observé que le patron d’acétylation des histones n’est pas conservé pour
toutes les régions de chromatine étudiées selon que les cellules proviennent de la moelle
osseuse ou du foie foetal 14,5 dpc. Un premier facteur qui a certainement une grande
influence sur les résultats obtenus entre les cellules en provenance des deux tissus est la
longueur des fragments utilisés pour faire les ChIPs. En effet, dans cette étude, nous
avons privilégié l’utilisation de fragments de $00 pb afin d’examiner l’effet de EKLf sur
des domaines plus étendus de chromatine, comparativement à notre étude utilisant la
moelle osseuse où nous avions privilégié des fragments d’environ 500 pb (Bottardi et
al., 2003). En d’autres mots, nous voulions voir l’effet sur de plus grandes régions de
chromatine afin de pouvoir établir un patron général des modifications des histones.
Nous aurions pu accomplir la même étude avec des fragments plus petits (500 pb, mono-
et di-nucléosome) en utilisant plusieurs paires d’amorces nous permettant de couvrir une
région plus vaste. Étant donné la difficulté à obtenir en grande quantité du matériel
knock-out, en particulier pour les cellules enrichies en progéniteurs, nous avons
privilégié l’étude de plus grandes régions plutôt que de les diviser en plusieurs. Ces
différences auraient pu être validées ou infirmées en effectuant des ChIP sur du matériel
provenant de la moelle osseuse en utilisant des fragments de chromatine de plus grandes
tailles ($OOpb).
Un deuxième facteur pouvant expliquer les divergences entre les résultats est
l’environnement dans lequel se trouvent les cellules étudiées dans leur tissu d’origine.
Par exemple le foie foetal 14,5 dpc est principalement un organe érythropoïètique ($5 à
90% des cellules étant de type éiythroide), tandis que la moelle osseuse est un site
hématopoïètique et les cellules érythroides y sont moins abondantes (25 à 30%). Les
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cellules des deux tissus sont donc soumises à différents stimuli qui proviennent de leur
environnement respectif. De plus, dans le foie foetal 14,5dpc, il y a des facteurs de
transcription spécifiques à ce stade du développement qui agissent sur la régulation du
locus de la globine f3. Un exemple est le facteur de transcription fKLF (embiyonic/fetal
fi-like globin gene-activating Krippet-Ïike factor) dont l’expression dans la moelle
osseuse d’adulte humain est très faible (Asano et aÏ., 1999). 11 a été démontré que fKLf
peut activer les promoteurs des gènes E et , et, avec une efficacité réduite, le promoteur
du gène f3 (Asano et al., 1999). 11 est difficile de prédire quelles influences peuvent
avoir ces liaisons sur la conformation de la chromatine du locus in vivo. De plus,
d’autres facteurs encore inconnus seront possiblement identifiés dans le futur. La
formation et la composition d’un complexe protéique peuvent être influencées selon
l’absence ou la présence d’un seul facteur. finalement, des changements du code des
histones au cours du développement supporteraient le rôle fonctionnel des modifications
des histones.
Un troisième facteur pouvant être responsable des différences observées entre les
résultats obtenus avec les cellules provenant de la moelle osseuse et ceux obtenus avec
les cellules provenant du foie foetal, vient du fait que les populations de cellules utilisées
ne sont pas complètement identiques. D’une part, les pourcentages des différentes CfC
formées en méthyl-cellulose varient entre les deux populations de cellules
CD31’Ly6C. De plus, la proportion de cellules CD31Ly6C exprimant les
transcrits pour le gène f3 adulte humain est également différente. D’autre part, les
cellules éiythroides utilisées ne sont peut-être pas identiques. Pour obtenir les cellules
érythroides de la moelle osseuse, nous les avons triées selon leur réactivité à l’anticorps
TER-J 19. Étant donné Je haut pourcentage de cellules TER-J 19 (85-90%) et l’absence
de différence entre les cellules TER-119 triées et les cellules du foie complet pour
l’acétylation des histones H3 dans la région du promoteur f3 (résultat non-montré), nous
avons utilisé le foie complet comme source de cellules érythroides. De plus, le
marqueur TER-119 marque les cellules du stade proérythroblaste jusqu’au stade
d’érythrocyte. Il est possible que le pourcentage des différentes cellules de type
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érythroide en maturation varie entre les cellules TER-1 19 de la moelle osseuse et celles
du foie foetal.
Même si des différences ont été relevées entre les populations de cellules ayant servi
à l’étude précédente (Bottardi et al., 2003) et celles servant à la présente étude, nous
avons établi les caractéristiques de la population utilisée pour investiguer l’influence de
EKLf sur la structure de la chromatine du locus humain de la globine f3.
4.5 Influence de EKLf sur ]‘acétylation des histones
Des études effectuées avec des cellules MEL (mouse eiythroleuke,nia) en culture
dans lesquelles le chromosome 11 humain avec ou sans délétion au niveau du locus de la
globine a été incorporé, ont montré une corrélation entre le patron d’acétylation des
histones H3 et H4 avec le patron de sensibilité à la DNase I (Schubeler et aÏ., 2000). Litt
et aï. (2001b) ont également observé cette corrélation entre l’acétylation de la
chromatine et le patron de DNase I dans le locus de la globine f3 du poulet. Cependant,
l’inverse a également été démontré dans des études sur le locus murin (Bulger et al..
2003) et le locus humain (Bottardi et aÏ., 2003) de la globine f3. Les résultats que nous
avons obtenus avec les foies foetaux de souris 1n2 et 1n2 EKLF knock-out pour les
histones H3 dans les régions du HS3 et des promoteurs ‘ et f3 ainsi que pour les histones
H4 de la région des promoteurs ‘ et f3 montre une diminution de l’acétylation en absence
de EKLF (a 1). Wijgerde et al. (1996) ont observé dans les foies foetaux 13,5 dpc de
souris transgéniques ayant le locus humain complet de la globine (lignée analogue à 1n2)
et étant knock-out pour EKLf que le promoteur f3 perd sa sensibilité à la DNase I, le
HS3 perd la moitié de la sensibilité, alors que le promoteur ‘ devient plus sensible. Ces
résultats suggèrent une corrélation entre la perte de la sensibilité à la DNase I et la
diminution de l’acétylation des histones dans la région du promoteur f3. De plus, la
diminution d’acétylation des histones H3 du HS3 est 2,4 fois moins importante que celle
observée au promoteur f3, ce qui pourrait coïncider avec la perte partielle de la sensibilité
à la DNase 1. Nous avons également observé qu’il n’y a pas de diminution d’acétylation
des histones H4 au niveau de la région du HS3, mais comme la diminution de la
sensibilité à la DNase I du HS3 n’est que partielle, il est possible qu’un certain niveau
d’acétylation soit maintenu. Pour ce qui est du promoteur ‘y, Wijgerde et al. (1996) ont
montré un gain de sensibilité à la DNase I au jour 13,5 en absence du facteur de
transcription EKLF. Ils ont aussi montré que l’expression de -y est augmentée, et qu’elle
diminue ensuite au jour 15 après le coït. Comme les données concernant la sensibilité à
la DNase I près du jour 14,5 ne sont pas disponibles, nous ne pouvons pas conclure sur
la corrélation de la baisse d’acétylation des histones et la sensibilité à la DNase I pour le
promoteur -y. Afin de déterminer s’il y a corrélation, la sensibilité à la DNase I du
promoteur ‘y dans les cellules du foie foetal 14,5 dpc pourrait être testée. Sur ce sujet,
nous pouvons conclure que la perte de sensibilité à la DNase I au promoteur f3 semble
coïncider avec une diminution d’acétylation des histones H3 et H4. La perte de la
moitié de la sensibilité à la DNase I du HS3 semble coïncider avec une diminution de
moitié de l’acétylation des histones H3 et un maintien de l’acétylation des histones H4.
Nos résultats semblent indiquer que dans les cellules érythroides le niveau
d’acétylation des histones H3 est légèrement plus élevé que celui des histones H4.
Schubeler et collègues (2000) ont fait la même observation. Nous avons également
observé que les histones de la région du promoteur ‘y sont acétylées à un niveau
comparable à celui de la région du promoteur f3 dans les cellules érythroides. Schubeler
et al. (2000) ont obtenu le même résultat à l’exception d’une de leur lignée de cellules
qui exprime un niveau de f3 plus élevé èt pour lequel ils ont observé que le promoteur f3
était plus enrichi en acétylation sur les histones du promoteur f3 comparativement au
promoteur ‘y. L’équipe de Schubeler (2000) ne mentionne pas la longueur des fragments
de chromatine qu’ils ont utilisés pour le ChIP dans leur étude. Vue la concordance de
nos résultats avec les leurs, ont pourrait croire qu’il s’agit de fragments semblables.
Chez le poulet, Litt et al. (2001b) ont montré que les éléments régulateurs et les sites
hypersensibles sont déjà acétylés dans des lignées cellulaires correspondant aux stades
BFU-E et CFU-E. Nous avons observé que les histones des régions du HS3 et du
promoteur
-y sont acétylées dans la population de cellules enrichie en progéniteurs, mais
que le promoteur f3 n’est pas acétylé à ce stade. Ce qui indique que ce ne sont pas tous
les éléments régulateurs du locus humain qui sont acétylés dans les progéniteurs.
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Cependant, la population de cellules enrichie en progéniteurs que nous avons utilisée
contient également des cellules moins matures (CfU-GEMM) et commises à d’autres
lignées (CFU-GM).
Pour le locus murin, forsberg et aÏ. (2000) ont montré que les promoteurs des gènes
foetaux/adultes f3-majeur et 13-mineur sont acétylés à un niveau plus élevé que les
promoteurs des gènes embryonnaires cy et f3Hl. Nous n’avons pas observé de
différences entre l’acétylation dans la région des promoteurs foetal y et adulte f3 à ce
stade de développement des foetus. Ce résultat semble indiquer que la régulation se fait
plutôt au niveau des facteurs de transcription ou par la présence d’une autre modification
des histones comme par exemple la méthylation.
Les expériences effectuées avec les cellules éiythroides nous ont montré que pour la
région du H$3, les régions des promoteurs y et 13 et les régions codantes des gènes y et 13,
l’absence de EKLf provoque une baisse l’acétylation des histones H3 pour toutes ces
régions, il en est également ainsi pour les histones H4, sauf dans la région du HS3. Ce
résultat semble montrer une dysfonction des cellules EKLF knock-out à acétyler les
histones du locus. On sait qu’en absence de EKLF dans les cellules éiythroides, le gène
f3 n’est pas transcrit. On aurait donc pu s’attendre à une baisse d’acétylation localisée au
gène 13, pourtant le gène y est également touché (quoiqu’à un niveau inférieur). Il
semble donc que l’absence d’EKLf influence directement ou indirectement l’acétylation
du locus de la globine 13.
L’analyse de l’acétylation de la région du promoteur 13 et de la région codante du
gène 13 nous révèle que lorsqu’on est en absence de EKLf dans les cellules érythroides,
on retrouve le niveau d’acétylation des histones comparable à celui observé dans la
population enrichie en progéniteurs. De plus, l’absence de EKLf dans les cellules de
type progéniteurs n’affecte pas le niveau basal d’acétylation des histones de la région du
promoteur, mais le niveau d’acétylation des histones H3 de la région codante diminue
encore. Pourtant. le niveau basal de transcription de 13 (figure 7, page 40) est maintenu
dans les progéniteurs EKLf knock-out.
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4.6 EKLF dans les cellules érythroides primitives
EKLf est exprimé dès 7,5 dpc dans les embryons de souris (Southwood et al., 1996).
Pourtant son rôle dans la régulation du locus de la globine f3 a été établi comme étant
l’activation de la transcription des gènes adultes. Dans cette étude, nous avons
investigué quel rôle EKLf pourrait jouer dans les cellules érythroides primitives en
étudiant l’acétylation des histones de la région du HS3 et de celle du promoteur f3. Tout
d’abord, l’acétylation de la région du HS3 semble requérir la présence de EKLf
puisqu’en son absence l’enrichissement des histones acétylées diminue
considérablement. Puis, nous avons observé que même si l’enrichissement en
acétylation des histones H4 de la région du promoteur est faible dans les cellules
érythroides primitives, la présence de EKLF est requise pour que cette marque soit
présente. EKLf semble donc être un facteur influençant le niveau d’acétylation des
histones du locus de la globine, et ce dès l’érythropoïèse primitive.
4.7 Influence de EKLf sur la di-méthylation
Comme EKLf semble avoir un effet général sur l’acétylation du locus, nous avons
vérifié la di-méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4). La di-méthylation de la
H3K4 est reliée à la chromatine active (Strahl et al., 1999). La di-méthylation de H3K4
de la région du promoteur f3 dans les cellules érythroides est 1,5 fois plus importante que
celle de la région du promoteur y. De plus, cette marque est déjà présente dans les
progéniteurs et elle est dépendante de la présence de EKLf. Nous avons également
observé qu’à la région codante du gène 13, il y a plus d’histones di-méthylées dans la
population de cellules enrichie en progéniteurs que dans les cellules érythroides wild
type. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que dans les régions de transcription active, un
troisième groupement méthyle est ajouté à la lysine 4 (Santos Rosa et al., 2002),
conséquemment nous observons moins d’histones di-méthylées dans ces régions. De
plus, l’absence de EKLF provoque une diminution de moitié de la di-méthylation de
H3K4 de la région codante dans les cellules érythroides et les cellules de type
progéniteur. Pourtant, Santos Rosa et al. (2002) ont montré que la di-méthylation
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marquerait les gènes potentiellement actifs, et que l’activité du gène serait plutôt reflétée
par la tri-méthylation de H3K4. Dans les cellules enrichies en progéniteurs, la
diminution de méthylation s’explique difficilement puisque nous avons observé le même
niveau d’expression du gène f3 en absence et en présence de EKLf. Ces résultats
suggèrent que les cellules EKLf ont une dysfonction au niveau des modifications des
histones.
4.8 Rôle de EKLf dans la structure de la cliromatine
Dans ce travail, nous avons observé que l’absence de EKLF dans les cellules
érythroides définitives influence l’acétylation globale du locus aux régions examinés, ce
qui suggère que EKLf influence de façon directe ou indirecte l’acétylation de la
chrornatine.
L’effet direct de EKLF pourrait se faire via le recrutement d’acétylases d’histones.
Les acétylases pouvant être recrutées sont p300 et CBP (Zhang et Bieker, 199$). Donc,
EKLf pourrait recruter p300/CBP, au promoteur 13 et au HS3. résultant en une
acétylation des histones de ces régions. Ensuite, EKLf pourrait recruter le complexe de
remodelage SWI/SNf et ainsi permettre la décondensation de la chromatine du locus,
rendant le promoteur 13 dans un état compétant pour la transcription. Des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) pourraient être effectuées afin
d’observer s’il y un changement dans le recrutement de SWI/SNf dans les cellules
déficientes pour EKLf. Des ChIP pourrait également être effectués contre les acétylases
p300 et/ou CBP pour étudier la distribution de ces enzymes dans le locus. Ces
expériences seraient informatives des processus impliqués dans l’activation de la
chromatine du locus.
L’effet indirect de EKLF sur l’acétylation de la chromatine pourrait être causé par
l’absence de transcription. En effet, vers le jour 15 après le coït, dans les embryons
EKLf knock-out, il n’y a plus de transcription des gènes du locus. Cet arrêt d’activité
transcriptionnelle pourrait entraîner une déacétylation globale du locus. Cette hypothèse
pourrait être testée par le traitement des cellules érythroides définitive wiÏd-type avec des
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inhibiteurs de la transcription comme l’u-amanitine (inhibition irréversible) ou le 5.6-
di clii oro- I -f3-D-ribofuranosyl-benzirnidazole (DRB) (inhibition réversible) (Custodi o et
al., 1999).
De plus les résultats obtenus dans les cellules érythroides primitives semblent
soutenir l’observation que EKLf est actif dans ces cellules et qu’il est requis pour
l’activité du HS3 (Tewari et aï., 199$). En effet, nous avons observé que l’acétylation
des histones diminue en absence de EKLf. Tout comme dans les cellules érythroides
définitives, EKLf pourrait recruter p300/CBP au H$3, permettant l’acétylation des
nucléosomes environnants, puis le recrutement de SWI/SNF permettrait le remodelage
de la chromatine du site. Une fois de plus, l’effet de EKLf pourrait également être
indirect. Par exemple, si EKLF est impliqué dans la formation de l’holo-complexe, son
absence pourrait perwrber la stabilité du complexe. En effet, il est connu que EKLF
peut interagir avec GATA-1 (revu par Cantor et Orkin, 2002) et cette interaction pourrait
être importante dans l’établissement d’un LCR actif. De plus, GATA-1 peut lui aussi
interagir avec une acétylase d’histone. Il serait possible que l’absence de EKLf perturbe
le recrutement de GAlA-1 et ainsi entraîne une moins bonne acétylation du locus. Des
expériences utilisant les cellules érytliroides primitives des embryons de souris GATA-l
knock-out transgéniques pour le locus humain de la globine f3 pourrait être effectuées
pour identifier la contribution de GATA-1 dans l’acétylation du locus dans ce modèle
d’étude.
Nous avons observé que EKLF semble être exprimé dans les cellules de type
progéniteur que nous avons isolées des foies foetaux murins. Cependant, les histones de
la région du gène f3 ne sont pas hyperacétylées dans ces cellules. L’absence de EKLF
dans ces cellules n’a pas d’effet, du moins dans la région du gène f3. Il semble donc que
EKLF ne joue pas un rôle dans la potentialisation de la chromatine dans cette région.
Toutefois, nous avons observé une hyperacétylation au niveau de la région du HS3 dans
la population de cellules enrichie en progéniteurs wiÏd-type, et comme nous n’avons pas
vérifié l’enrichissement dans ces cellules en absence de EKLF, nous ne pouvons pas
exclure qu’il est important pour l’établissement de cette marque.
6$
Nous avons identifié une région (le HS3) où les histones H3 sont plus acétylées et
une région (la partie codante du gène 3) où les H3K4 sont plus di-méthylées dans la
population de cellules enrichie en progéniteur que dans les cellules plus matures. Ces
marques pourraient être importantes pour la potentialisation du locus des cellules
progéniteurs avant leur différenciation. En fait, c’est probablement l’ensemble des
modifications présentes qui constituent un code pour la potentialisation du locus. Il
pourrait être intéressant de poursuivre la caractérisation des histones en regardant les
autres modifications comme par exemple la distribution des histones H3 méthylées sur
la lysine 9 ou bien encore de vérifier la distribution de la protéine d’hétérochromatine
HPI. D’ailleurs la formation d’une hétérochromatine facultative semble être un
processus important dans la régulation des gènes et elle pourrait être différente entre les
espèces (Gilbert et al., 2003).
En conclusions, nos résultats semblent supporter un rôle de EKLF dans la formation
d’une chromatine active dans les cellules érythroides primitives et définitives.
Cependant, la façon dont cette chromatine active est établie n’a pas été élucidée.
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Developmental stage—specific epigenetic control ofhuman -g1obin gene
expression ïs potentïated in hematopoietic progenitor celis prior
to thefr transcriptional activation
Stefania Bottardi, Angélique Aumont, Frank Grosveld, ami Eric Milot
Ta study epigenetic regulation of the hu
man -globin locus during hematopoi
esis, we investigated patterns of histone
modification and chromatin accessibility
along this locus in hematopoietic progeni
tor ceils (HPCs) derived from both hu
mans and transgenic mice. We demon
strate that the deve!opmentally related
activation 0f human 3-like globin genes
in humans and transgenic mice HPC5 is
preceded by a wave of gene-specific his
tone H3 hyperacetylation and K4 dimethy
lation. In erythroid celis, expression 0f
3-like giobin genes is associated with
histone hyperacetylation along these
genes and, surprisingiy, with local
deacetylation at active promoters. We also
show that endogenous mouse 3 major
and human 3-like genes are subject to
different epigenetic contrai mechanisms
in HPCs. This difference is likely due to
intrinsic properties of the human 3-globin
Iocus since, in transgenic mice, this b
cus is epigeneticaliy reguiated in the same
manner as in human HPCs. Our results
suggest that a defined pattern of histone
H3 acetylation/dimethylation is important
for specific activation of human globin
promoters during devebopment in human
and transgenic HPCs. We propose that
this transient acetylationldimethylation is
invoived in gene-specific potentiation in
HPCs (ie, before extensive chromatin re
modeling and transcription take place in
erythroid cells). (Blood. 2003;102:3989-3997)
© 2003 by The American Society 0f Hematology
Introduction
Regulation of the “oWoW’ state of transcription in eukmyotes plays a
critical role in embiyogenesis and cellulardifferentiation.’ This he,itabie
process is linked to epigenetic states involving DNA methylation and
changes in chromatin structure, which maintain transcriptionai status
throughout mitosis and DNA replication. Eukaiyotic gene activation
resuits from the interplay of trans-activators and/or repressors with
nucleosome-modifying and/or -re;nodeling factors. Jndeed, nucleosome
organization is a key component of epigenetic regulation (Felsenfeid
and Groudin& and references therein). Observations made in recent
years have led to the notion that a combination of histone modifica
tions such as acetylation, phosphoiylation, and methylation generates
a histone code that regulates the use of information from the genetic
code.3 These posttranslational modifications of histones are impor
tant detenninants in nucleosome-nucleosome md nucleosome-DNA
interactions4 md provide precise pattems recognized md bound by
specific proteins.
Epigenetic regulation of transcription appears to play an
important role during hematopoiesis. For exampie, abnormai
patteras of DNA methylation and chromatin structure are common
traits in hematologic maiignancies,5 and chromosomal transioca
tions that change the activity of histone acetyltransferases and
histone deacetylases (HDACs) are associated with severai forms of
leukemia.6 Hematopoiesis is characterized by a graduai commit-
ment ofmultipotent hematopoietic progenitors to become bipotent
or unipotent progenitors and, eventuaiiy, mature blood ceif s. In
hematopoietic progenitor celis (HPCs), lineage-specific genes are
thought to be iocated in chromatin that is poised for activation,7’8
whereas the chromatin of nonexpressed genes would exist as br
become increasingly restrictive. The mechanisms responsible for
maintenance of an active cluomatin state are pooriy understood. In
HPCs, basai expression of genes that eventuaiiy become highiy
transcribed in committed celis might piay a roie in transcriptiona]
potentiation, although this may not aiways be a prerequisite.9”°
3-Like globin gene expression is tightiy reguiated during
deveiopment and hematopoiesis. Ihe human 3-giobin locus com
prises 5 devetopmentaiiy reguiated genes (E_G.yAy_h.3) whose
high-ievei expression depends on the locus controi region (LCR)
which, in tum, cOnSists of 5 DNase I hypersensitive sites (HS). The
1CR activates 3-giobin gene transcription through direct interac
tion with promoter region&”2 and is a major determinant of
chromatin structure at the Mice transgenic for the human
3-giobin iocus express the human genes in a developmentaHy
reguiated The 3-giobin genes exhibit a basai ievei of
transcription in hematopoietic progenitor celi unes16 and in HPCs
ofthe aorta-gonad-mesonephros region,’7 suggesting that in these
celis the 3-globin iocus is characterized by an “open” chromatin
structure. Low-ievel expression is maintained throughout erythro
poiesis and oniy increases to fuli expression in differentiated
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To enrich for human HPCs, CD34 ceils were purified from
human leukapheresis samples (hereafter referred to as bone mar
row celis). CD34 celis represented 1% to 2% of total bone
marrow27 (Figure 1D) and displayed 97% purity on average (data
flot shown).
Human erythroid cells were purified ftom bone marrow select
ing for CD36/CDl4 ceils. CD36 is a marker of erythroid
commitment, which is present on CFU-Es, late BfU-Es,28 and
eiythroid cells.29 Since CD36 is also expressed on monocytes,
these were purged using CD14 (Figure lE), which is expressed at
high levels exclusively on monocytes and macrophages. The
CD36ICDl4 population displayed 97% purity on average (data
flot shown).
Single-celi pattern 0f globin gene expression in HPCs
It has been shown that mouse f3 globins are expressed at basal
levels in HPCs’6’17 and that in transgenic mice LacZ under the
control of the huf3 promoter is expressed before erythroid commit
ment.3° Nevertheless, it is unknown whether human f3-like globin
genes can be expressed in HPCs in vivo. b verify this, single-celi
RT-PCR was performed on bone marrow HPCs of a transgenic
mouse une carrying a 70-kb human 3-globin locus (line 2,14
hereafter “ln2”) and on human bone marrow HPCs (Figure 2A-C).
For RT-PCR of single-1n2 c-Kit/CD3166/Ly-6C cells or hu
man CD34 cells, we used primers that coamplify adult human
(3 and ) and mouse (3maj and 3min) globin transcripts or fetal
human (‘y) and mouse embryonic (3H 1) transcripts.32 In ln2 HPCs,
human and mouse transcripts were distinguished by restriction
Table 1. Clonogenic ability 0f c-KitICD31 hi9hILy6C_ ceils
Bone marrow ceils, % cKItICD3IhMILy6C, %
CFU-E 2 None
Mature BFU-E 13 None
Primitive BFU-E 2 21
CFU-GM 73 2
CFU-GM large None 19
CFU-GEMM 10 5
CFU-GEMM large None 49
Blastiike colonies None 4
Total 100 100
polymorphisms. In 1n2 HPCs f3maj, transgenic huf3 (tg-huf3), as
well as hu-y (tg-hu-y) genes are expressed in about half of the cells
subjected to RT-PCR. Interestingly, f3 and -y gene expression were
also detected in about 50% ofadult human CD34 cells (Table 2).
The level of huf3 gene expression in human CD34 ceils vas
evaluated by Si nuclease protection assay and shown to be at least
lOO-fold lower than in human total bone marrow (data not shown).
Thus, the expression of 3 and -y genes in HPCs is not linked to their
developmental stage—specific regulation.
Chromatin accessibility 0f the 3-globin locus
during hematopoiesis
Chromatin conformational changes at the mouse and human
3-globin loci during hematopoiesis were investigated by sensitivity
to DNase I digestion. for this purpose, we used 1n2 and human
bone maffows. Nuclei were treated with different concentrations of
DNase I, and purified DNA was used as template for duplex PCR.
One primer set was specific for either the mouse (figure 3A) or the
human (Figure 3B) locus. The second set was specific for genes
transcriptionally inactive in hematopoietic cells, namely: ZfP37
(ZFP23) or arnytase 2. ly (amy22) for mouse cells, and pax633 or
necdin2t’34 for human cells. PCR reactions were canied out within
the linear range of amplification and ah primer sets used in duplex
PCR were tested to exclude any significant difference in amplifica
tion efficiency. Each data point depicted in Figure 3 represents the
ratio of the 2 PCR products normalized to the input, DNase
I—untreated sample. Curves showing a steep drop at the start
indicate DNase I hypersensitivity, whereas the steepness of the
curves at later points is a measure of general DNase I sensitivity.
We observed that in ln2 HPCs, f3maj promoter is highly sensitive to
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Figure 2. Single-celI RT-PCR and SI nuclease protection assay. Qualitative
analysis of single-cet RT-PCR assays. (A) Hu3/hufl (266 bp) as well as 3maj/3min
(343 bp) tranacripts were amplified and distinguished alter EcoRl digestion.31 wt
indicates wild-type mouse total bone marrow RNA; ln2, 1n2 total bone marrow RNA;
and —cil, negative control. (B) Lanes 1-6 are representative exemples of single-cell
RT-PCR performed on ln2 cKit*/CD31CsIvLy6C_ cells.(C) Lanes 1-9 are represen
talive examples of single-ceil RT-PCR performed on human CD34 cells.
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Figure I. FTow cytometric analysis and Wright-Giemsa staining. Representative examples of sorting procedures. Log fluorescence distribution of mouse and human
stained cells, showing the lice gales used for flow cytomelry. (A) Three-colorflow cytometric analysis of aduit mouse bone marrow cells stained with anli—c-Kit, CD3, and
Ly-6C Abs. (B) Morphology of cKit*/CD31hb9lVLy6C celis (Progenitors) compared with tolal bone marrow ceils (Bone marrow) stained wilh Wright-Giemsa (original
magnification, X 40). (C) FIow cytometric analysis and sorting window of mouse bone marrow ceits stained with Terll9 Abs. (D) Sorting profile of human CD34” cclix.
(E) Two-color flow cytomeiric analysis and sorling of human mononuclear bone marrow ceils tracked by CD36 and CD14 Abs.
6 -cli
Celis were seeded on methylcellulose and colonies were scored et dey 14.
Percentagos shown are the reaults of 3 expedments.
CFU-E indicates erythroid colony-forming units; mature BFU-E, progenitors that
give rise b colonies constituted by 3 up b 8 erythroblast dealers; primitive BFU-E,
progenibors that give risc te 9 or more clusters of hemogtobinized erythroblasts;
CFU-GM, granulocyte-macrophage colony-torming unit; and CFU-GEMM, granulo
cyte-erythrocyte-megakaryocyte-macrophage colony-forming unit.
3990 BOHARDI et al BLOOD, 1 DECEMBER 2003-VOLUME 102, NUMBER 12
erythroid celis. However, it is flot known whether this basal level of
expression corresponds to developmental-specific expression of
the globin genes in erythroid ceils.
The observation that the 3-gIobin locus is uniformly hyperacety
Iated in chicken etythroid cells’8 suggests that histone acetylation is
important for the activation anWor the maintenance of an active
globin locus. Additionally, active chicken globin genes are acety
lated at lysine 9 of histone H3 (H3 K9), whereas histones across
inactive genes are preferentially H3 K9—methylated.19 The mouse
F3 major (F3maj) promoter is also acetylated in uninduced mouse
erythroleukemia (MEL) cells.2° furthennore, the murine f3-globin
Iocus is differentially acetylated during development, and active
genes as well as the LCR are marked by H3 and H4 acetylation.2’ In
murine MEL cells containing a human chromosome 11,22 the
human 3-g1obin locus was found to be acetylated at histones H3
and H4 throughout, whereas peaks of H3 hyperacetylation were
characteristic of transcriptionally active genes. However, MEL are
proeiythroblast-like transformed ceils, and the role of histone
modifications at the human F3-globin locus in vivo at early
hematopoietic stages remains to be elucidated.
We have investigated the epigenetic state ofthe human F3-globin
locus in human and transgenic HPCs and compared this with major
epigenetic variations associated with globin activation in erythroid
ceils in vivo. We demonstrate that histone H3 is hyperacetylated
and K4 dimethylated at the human F3 (huF3) promoter in HPCs and
subsequently deacetylated in erythroid celis. The human
-y (hu-y)
promoters are not acetylated in aduit HPCs as is the case for 11.5
(days aller coitus [dpcJ) transgenic mouse—derived fetal liver HPCs.
Our data therefore provide evidence for a transcriptional potentia
tion mechanism occurring at the human globin Iocus in HPCs.
DNase I sensitivity assay
DNase I sensitivity assay was carried out as previously described.23 About
30 000 nuclei were digested with O or up to 0.35 U of DNase I (Roche,
Indianapolis, IN) for 30 minutes on ice. Average molecular weight of
DNase I—treated samples vas determined by Southem biot.
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay
Antibodies and ChIP kits were purchased from Upstate Biotechnology
(Lake Placid, NY). Antibodies were raised against acetylated histones H3
(K9, K14), H4 (K5, K8, K12, K16), phosphoiylated histone H3 (Sl0),
dimethylated histone H3 (K4), and nonmodified histone Hi Cross-linked
chromatin was reduced in size by sonication in order to obtain fragments of
500-bp average size. ChIP assays were carried out as per manufacturer’s
instructions.
Duplex PCR and single-ceIl RT-PCR analyses
Quantitative polymerase chain reaction (PCR) analysis on DNase I—treated
and ChIP samples was performed as previously described.23 Ail primer
sequences and amplicons, as well as their molecular weights, are available
on the Btood website; sec the Supplemental Materials link at the top ofthe
online article.
For single-cell reverse transcriptase—PCR (RT-PCR), single celis were
deposited into 96-well plates. RT-PCR was performed using Qiagen
(Valencia, CA) one-step RT-PCR kit.
Si nuclease protection assay
RNA samples were prepared using Trizol (Life Technologies, Gaithersburg,
MD) and the assay was performed as previously described.23
Resuits
Materials and methods
Bone marrow culture and in vitro colony assays
Mouse bone marrow tvas cultured in Dulbecco modified Eagle medium
(DMEM) with 10% charactedzed fetal bovine serum (FBS; HyClone,
Logan, UT), 3 U/mL erythropoietin (Epo), and 300 nM tdchostatin A (TSA;
Sigma, St Louis, MG) or equal volume ofethanol. Cells were incubated for
8 hours at 37°C in 5% CG2. For in vitro colony assays, cells were plated
onto MethoCult M3434 medium (StemCell Technologies, Vancouver, BC,
Canada). Single cultures contained 50, 100, or 200 cKit/CD3V’C”/Ly-
6C cells or 5 X l0 Ter1l9 cells orS X i0 mouse bone marrow ceils.
Colony types were determined and scored at day 14 by microscopy and
Wright-Giemsa staining.
Celi sorting
Staining with antibodies (PharMingen, San Diego, CA; or Caltag, Burlin
game, CA) was carried out on ice for 30 minutes followed by one wash in
phosphate-buffered saline (PBS) 5% heat-inactivated FBS. CelIs were
analyzed using high-speed fluorescence-activated ccli sorter (FACS) Van
tage with Dlgitalized VAntage (DIVA) option (Becton Dickinson, San Jose,
CA). For c-Kit/CD3 lhrh/Ly_6C_ sorting, cells were incubated with rat
anti—Ly-6C antibodies (Abs) followed by goat antirat phycoerythrin
(PE)—conjugated Abs, then biotinylated anti-CD3 1 Ab followed by strepta
vidin tricolor—conjugated Abs and anti—c-Kit fluorescein isothiocyanate
(FITC)—conjugated Abs. Othenvise, cells were stained with rat anti-Terl 19
Abs and goat antirat PE-conjugated Abs. Human mononuclear ceils from
leukapheresis of healthy donors were separated on Ficoll-Paque (Pharma
cia, Uppsala, Sweden) ami stained with mouse anti-CD36 Abs followed by
rat antimouse PE-conjugated Abs and anti-CD14 FITC-conjugated Abs.
Human CD34 cells were stained with anti-CD34 Abs phycoerythrin-Cy5
(PCS) conjugated. The pudty of the sorted populations was evaluated by
postsorting analysis and Wright-Giemsa staining.
Purification 0f hematopoietic progenitor cells
and erythroid celis
Murine HPCs were purifled from adult bone manow by sorting
c_Kit+/CD3Vtb/Ly6C ceils. These ceils comprise about 2% of
the nucleated population and are early hematopoietic celis without
mature or late-committed properties.24’25 Figure lA shows n typical
3-color flow cytometric analysis. The sorted population is 97%
pure and possesses a blastlike phenotype, as revealed by Wright
Giemsa staining (figure lB). The hematopoietic potentiality of
these cells was ascertained by in vitro colony assays. On average,
of 100 colonies 54 were CFU-GEMMs (granulocyte-eiythrocyte
megakaryocyte-macrophage colony-forming units), 21 were CFU
GMs (granulocyte-macrophage colony-forming units), 21 were
BFU-Es (erythroid burst-forming units), and none were CFU-Es
(erythroid colony-forming units). The remaining 4% were large
colonies with an undifferentiated morphology (Table 1). Thus, 79%
of the HPC population is composed of progenitors with multilin
eage potential and only 20% of the progenitors already shows
unilineage commitment. Relative to total bone marrow, the HPC
population displays a 95-fold enrichment in colony-forming celI
(CfC) activity. This cloning efficiency is infiuenced by ceil
mortality induced by the long procedure and high-speed sorting.
Murine erythroid cells were isolated from bone marrow accord
ing to their Terll9 phenotype and evaluated by colony assays.
Terll9Ab recognizes erythroid cells at different stages of matura
tion, from early proerythroblasts to mature erythrocytes.26 As
expected,26 Terll9 ceils (Figure 1C) showed no CFC activity in
colony assay. Afier sorting, more than 95% of the cells were
Teri l9 (data not shown).
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Table 2. Summary of one-step RT-PCR and Si nuclease protection assays performed on 1n2 bone marrow and fetal liver
c.Kit+ICD31e9hILy6C_ ceils and human CD34 ceils
Singte-celI RT-PCR analysis SI assay
majIpmin huIsIhuS huy H1 huiS
Ln2 bone marrow cKlt*/CD31O5h/Ly6C_ 18/25 13/26 15/24 3/25 ND
Ln2 fetal liver c-Kit/CD31 hish/Ly6c_ ND ND 13/26 3/25 ND
Human bone marrow — ND ND — 100
Human CD34 — 17/25 16/26 — < I
The level of human 3-globin gene expression fdetermined by Si nuclease protection assay) in CD34 celis is relative to the expression level in human bone marrow ceux.
ND indicates flot clone; —,flot applicable.
DNase I (Figure 3C), whereas the tg-hut3 promoter is weakly
sensitive or insensitive (Figure 3D). To evaluate the degree of
DNase I sensitivity at tg-huI3 promoter, a third nonhematopoietic
control (the kidney-specific Tamm-Horsfall /THP] gene35) was
tested against ZfP. As shown in figure 3E, DNase I sensitivity of
THF and huI3 promoters is comparable. This suggests that chroma-
tin accessibility at the hu13 promoter reflects the general situation
for promoters ofnonexpressed genes in hematopoietic cells. Mouse
HS3 (mHS3) and the transgenic human HS3 (tgHS3) are both
sensitive to DNase lin 1n2 FIPCs (Figure 3F-G). The same is also
found for human HS2 (tgHS2) and HS5 (tgHS5) (Supplemental
Materials). In 1n2 etythroid (Terll9j celis, DNase I sensitivity at
the LCR and at globin promoters signiflcantly increases, especially
at tg-huI3 and 13mai promoters (figure 3C-G).
DNase I sensitivity was then analyzed in human CD34 and
CD366/CD14 celis. As in 1n2 HPCs, in human CD34 cells the
hu13 promoter is not hypersensitive to DNase I digestion (Figure
3H). In contrast, H53 is open in human HPCs just as was observed
in 1n2 (Figure 31). Both hu13 and HS3 acquire a more accessible
chromatin conformation in human erythroid ceils (f igure 3H-I).
Taken together, these resuits indicate that chromatin at the
human 13-globin LCR is moderately accessible in both human and
1n2 HPCs, whereas the hu13 promoter is not; hence, chromatin
accessibility along the human LCR precedes that at the hu13
promoter. On the other hand, unlike its human homolog, the 13mai
promoter is already activated and accessible to DNase lin HPCs.
Histone covalent modifications at the 13-globin Iocus
during hematopoiesis
Pattems ofhistone covalent modification at the murine and human
13-globin loci during hematopoiesis were assessed by ChIP assay36
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Figure 3. DNase I sensitivity assay 0f the 3-gîobin
tocus. A map of mouse (A) and human (B) 3-globin
locus; genes are shown as and the location of LCR HS
la indicated by . Amplified regions used for PCR-based
DNase I and ChIP assays are indicated by D.
(C-l) PCR-based DNase I analysis. Each point of the
curves represents samples of comparable molecular
weight franging from 12 kb ta 0.5 kb). For 3majfZFP and
tg-hu3/ZFP, an additional DNase l—treated sample of
150-bp average size was included. The intensity of the
PCR products was quantitated by Phosphorimager and
plotted on graphs relative b the input (DNase l—untreated
chromatin). Y-axis indicates relative amount of PCR
products (globin relative to ZFP37 or pax6 products);
X-axis, increasing DNase t concentration, ranging from O
up to 0.35 U (see “Materials and methods”). Standard
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human HS3 in human bone marrow.
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Figure 4. ChIP analysis of the huinan p-gtobin LCR In 1n2 and human bone marrow ceils. lmmunoprecipitated and unbound (input) chromatin samples were subjected to
duplex PCR analysis with one primer set specific for the human globin locus LCR and a second primer set specific for ZFP37 fZFP) or pax6 gene. AIl PCR reactions were
performed in parallel under conditions of linear amplification. Products were qusntified by Phosphorimager. The level of enrichment of globin regions relative to the control and
input samples is represented by bars with their corresponding SEM deviations. A value of 1 indicates that no enrichment was detected. (A) Duplex PCR tan in linear range of
amplification. The same template DNA was subject to 29, 31 or 33 cycles of PCR amplification. Bars show the total intensity cf the 2 PCR ptoducts and the line indicates the
globin-control ratio. In the example, HS3 and pax6 primer sets were used. (B) ChIP performed with antiacetylated histone H3 (AcH3) and H4 (AcH4) Abs. Shown is the levai of
acetylation of HS3 ftgHS3) ami HS4 (tgHS4) in 1n2 HPCs and erythroid cetis. Error bars indicate SEM deviations. (C) ChIP performed with anli-AcH3 and AcH4 Abs. Shown s
the levai of acetylation of HS3 and HS4 in human HPCs and erythroid cells. Error bats indicate SEM deviations.
using antibodies specific for acetylated histone H3 (AcH3), H4
(AcH4), dimethylated histone 113, or phosphorylated histone H3
(PhH3). ChIP material was used as a template for duplex PCR with
one primer set specific for mouse or human globin locus and a
second primer set specific for ZFP or amy (1n2 controls) and pax6
or necdin (human controls). PCR reactions were performed under
conditions of linear amplification (Figure 4A). Ln2 as well as
human controls showed no variation in histone acetylation (data
flot shown). To establish the relative enrichment or depletion of
f3-globin sequences for histone modifications, the ratio of the 2
PCR products (globin and control sequences) was determined in
each immunoprecipitated sample and normalized to the input ratio.
Both ZFP (Figure 4B) and amy (flot shown, but same resuits) were
used as controls for 1n2 cells, whereaspax6 (Figure 4C) and necdin
(not shown, but same results) were used as controls for human
cells. Ail results were confirmed by 2 or 3 independent ChIP assays.
We first anaiyzed the level ofAcH3 and AcH4 at human HS3
and HS4 in HPCs and erythroid ceils derived from 1n2 (tgHS3 and
[3 major promoter in une 2 hone
mariow celle
tgHS4) and human bone marrow (11S3 and H$4). In 1n2 HPCs,
AcH3 level is higher than the control at tgHS4 but not at tgHS3,
whereas histone 114 is acetylated at both tgHS3 and tgHS4 (Figure
4B). In mature erythroid ceils AcH3 and AcH4 level increases at
both sites (Figure 43). A similar pattem of acetylation is seen in
human HPCs and erythroid ceils (Figure 4C).
We then examined pattems of histone modification across the
f3maj and huf3 promoters. At the f3maj promoter only H4 is
significantly acetylated in HPCs; in eiythroid cells AcH3 increases
substantially, whereas the increase in AcH4 is much smaller
(Figure 5A). In contrast to the mouse f3maj promoter, the huI3
promoter shows a high level of AcH3 in ln2 HPCs and human
HPCs, which surprisingÏy decreases in the case of differentiated
erythroid ceils (Figure 5B-C). The level ofAcH4 is very similar to
that of the control in HPCs as weli as erythroid celis. The rather
unexpected H3 hyperacetylation at the huf3 promoter in HPCs and
its decrease in erythroid celis appears to be mediated by intrinsic
properties ofthe human [3-globin locus since the same pattems of
llurnan [3 promoter in hurnan bone
marrow relis
tg-pstl/ZFP psII.pa6
Lise 2 1tuman
Figure 5. ChIP anatysis 0f mouse and human fI-globin genes and promoters. Immunoprecipitated samples were subjactad to duptex PCR analysis with one primer set
specific for human or mouse globin regions ami e second primer set specifc for ZFP37 (ZFP) or pax6 gene. The levai of enrichment of globin regions relative to the control
regions and input samptas ix represented by bars, with their corresponding SEM daviations. D indicates progenitors; and , erythroid celis. (A-B) ChiP anaiysis of In2 HPC5
and erythroid colis. Either pmai or ihe transganic huIs promoter mas anaIyzed by PCR-based ChiP assay. X-axis indicates antibodies used for ChiP assays. AcH3 indicatas
antiacetyiated H3;AcH4, antiacetylated H4; MeK4, antidimethylated H3; PhH3, antiphosphorylatad H3; and H3, antinonmodified histone Ff3. (C) ChIP analysis cf huIs promoter
in human HPCs and erythroid catis. For ChiP anaiysis anti-AcH3 or AcH4 Abs were usad. (D) Schamatic reprasentation of the hu)3 region; huts exon 1 and 2 are indicated by
gray boxes and amphcons ara shown by dottad unes. (E) hu135, huj3l and (F) human 143 ragions in in2 (tg-hu)35, tg-huI3l, and tg-psfS) and human (hufSS, huIsi, and psÇS) HPCs
and erythroid celle mare investigated by PCR-basad ChiP assays parformad with anti-AcH3Abs.
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histone acetylation are observed in human and 1n2 mouse HPCs
and erythroid celis.
To exciude the possibility that detectability ofAcH3 is lost at
the tg-hu3 promoter in erythroid celis, we performed ChIP assays
with anti-PhH3 and nonmodified histone H3 (H3) Ab. Indeed, it bas
been shown that the anti-AcH3 Ab used for ChIP assays may flot
recognize AcH3 when also phosphorylated at S As shown in
Figure 5B, no significant enrichment for PhH3 vas detected at the
tg-hu3 promoter in erythroid celis. Therefore, the weak acetylation
of histone H3 is not the consequence of its phosphorylation.
Moreover, ChIP performed with anti-H3 Ab showed that nonmodi
fied histone H3 is undenepresented at the j3maj promoter in
erythroid ceils, confirming that histones are mainly acetylated
(Figure 5A). Instead, the detection of nonmodified histone H3 at
the tg-hu3 promoter suggests that the promoter is not devoid of
nucleosomes in erythroid celis (Figure 53). Since histone H3 lysine
4 dimethylation (MeK4) bas been shown to play an important role
during gene activation,38 MeK4 vas investigated at the tg-hut3
promoter. Figure 53 shows that the tg-huf3 promoter displays a
significant level of MeK4 in HPCs, which undergoes a 3-fold
enrichment in erythroid ceils.
b better define the pattem of acetylation at the tg-huI3 gene,
AcH3 was investigated at 2 additional regions simated approxi
mately 300 bp 5’ (huF35) and approximately 400 bp 3’ (hu3 I) ofthe
huF3 minimal promoter (Figure 5D). In In2 and human HPCs, no
enrichment for AcH3 is detected at hu35 (Figure 5E), whereas
huf 1 is significantly acetylated. In highly expressing etythroid
ceils, hut35 remains equally hypoacetylated as in HPCs; however,
in 1n2 and human erythroid ceils the downstream huI3 gene (huf3l)
is significantly more acetylated than observed in HPCs (Figure 5E).
As a control, we also analyzed histone acetylation at a nontran
scribed region ofthe locus, the intergenic ‘l4 region. In human and
1n2 HPCs and erythroid ceils, 43 is notAcH3 (Figure 5F).
Thus, the minimal huF3 promoter is epigenetically marked by
AcH3 and MeK4 in HPCs. In eiythroid celis, AcH3 at the minimal
promoter decreases, whereas AcH3 across the gene and MeK4 at
the tg-huf3 promoter further increase. These results suggest the
following: (1) globin gene expression in erythroid celis does not
depend on promoter acetylation, and (2) AcH3 and MeK4 epigeneti
cally mark the huI3 gene and promoter before the establishment of
high-level transcription in erythroid celis.
Globin gene transcription: silencing and induction
An interesting aspect of the human 3-globin locus is the switching
process during development and the possibility ofusing a variety of
dmgs interfering with acetylation to modi1’ this switch in F3-thalas-
semic patients. We therefore compared histone acetylation at huf3
and hwy promoters. The -y genes are expressed during embryonic
and fetal stages in humans and in 1n2 mice. In adult 1n2 and human
bone marrow cells, human y gene expression becomes negli
gible.14’39 ChIP analyses revealed that, in contrast to hu3 (Figure
5 B-C), histone H3 at G.y/Ay promoters (Figure 6A) is flot acetylated
in HPCs purified from human or 1n2 bone marrow, suggesting that
the acetylation mark in HPCs would specifically occur at promoters
ofgenes that will become active in erythroid ceils. If tme, this lends
to the prediction that hwy promoters should exhibit H3 acetylation
in HPCs at earlier stages of development when -y genes are
expressed. We therefore purified HPCs (cKitH/CD3 1 hlsh/Ly..6C
cells) from 1n2 Il .5-dpc fetal livers for ChIP analysis. At this stage
fetal liver HPCs will give rise to erythroid cells that express both
human y and 3 genes. It should be noted however, that embryonic
-y- but not 3-expressing ceils are still in circulation and thus present
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in the fetal liver erythroid cells)4 In our hands, the HPCs represent
8% of the 11 .5-dpc fetal liver and they possess the same morphol
ogy, potential in colony assay, and transcriptional activity as bone
marrow—derived HPCs (Figure 2; data not shown). As shown in
Figure 63, in 1n2 fetal liver HPCs, both tg-hwy and tg-huj3
prômoters are significantly H3 acetylated. Similar to what was
observed for the hul3 promoter in adult erythroid cells, AcH3 at
tg-hu-y promoters decreases in 11 .5-dpc erythroid cells. Hence, H3
deacetylation at tg-hu-y again conelates with gene expression. In
effect, AcH3 is largely maintained at tg-hu3 promoter in erythroid
cells, part ofwhich is embryonic non-—expressing cells.
We then investigated whether TSA,4° a known histone deacety
lase inhibitor, would influence the acetylation state oftg-hu-y and!or
tg-hu3 promoters and change their expression levels. Ln2 bone
marrow was treated with ISA or with ethanol (TSA solvent) and
AcH3 level was evaluated at the tg-hwy and tg-hu globin
promoters in erythroid cells. A 2- to 3-fold enrichment in AcH3
(TSA- relative to ethanol-treated celis) was seen at both tg-hu3 and
tg-hu-y promoters (Figure 6C). This increase does not significantly
modifS’ the level or the balance of expression of these genes, as
observed by SI nuclease assay on ethanol- and TSA-treated bone
marrow (Figure 6C). Ihus, a higher level ofAcH3 at tg-hu3 and
tg-hu-y promoters in erythroid ceils does flot modify globin gene
transcription.
Discussion
The work presented here assesses, for the first time, variations of
chromatin conformation and histone covalent modifications at the
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Figure 6. ChIP analysis of human -y and 3 promoters in bone marrow and
11.5-dpc fetal liver celis. Chromatin from ln2 and human bone marrow celis was
imniunoprecipitated with antiacetylated H3 (AcH3) or H4 (AcH4)Abs. Immunoprecipi.
tated and input samples were subjected to duplex PCR analysis with one primer set
specific for bu-y or hu5 promoters and another specific for ZFP37 (mouse) or pax6
(human) gene. (A) ChIP analysis of hu-y promoters in 1n2 and human bone marrow
HPCs and erythroid celis. (B) ChIP analysis of hu-y and hu)3 promoters (tg-huï and
tg.hui3) in 1n2 li .5-dpc fetal liver HPCs and erythroid celis. (C) ChIP and Si nuclease
protection assays of tg-hup and 1g-bu-y promoters in ln2 TSA-treated Teri 19* cells.
ChIP assays were performed with anti-AcH3 Abs, and the levet of acetylation of
TSA-treated samples (TSA) relative b their respective ethanol-treated (ETOH)
controls is represented by bars with Iheir corresponding SEM deviations. Mouse
y.actin transcript was used as internat control for Si nuclease protection assay;
tg-hu)3 and tg-hu-y expression level in TSA-Irealed cells is relative 10 Ihe ethanol
treated controls.
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liuman {3-globin locus during hematopoietic differentiation in vivo.
Our resuits suggest that a defined pattern ofhistone H3 acetylationl
dimethylation is important for the specific activation of human
globin promoters before high-level expression in eiythroid ceils.
We do flot luiow when this gene-specific potentiation is set, but
since multipotent progenitors represent the vast majority of the
HPCs investigated (Table 1), it couid be present before erythroid
lineage commitment.
Chromatin modifications of the human globin LCR in HPCs
and erythroid ceils
It lias been shown tliat chromatin within lineage-restricted regula
tory regions,8”°4’ including the mouse 3-globin locus,7’17 can be
remodeled in HPCs. Using transgenic mice and human bone
manow, we demonstrate here that chromatin at the hurnan 3-globin
LCR is acetylated and accessible (to DNase I) in HPCs in vivo.
Previous in vitro investigations using uninduced MEL cells22
provided some evidence in this transformed eiythroid-committed
ceil line that the human LCR displays characteristics of chromatin
poised for transcriptional activation. We now provide evidence that
the human 3-globin LCR is activated in a population of HPCs
purified from fresh bone manow and composed mostly of uncom
mitted progenitors. Accessibility at HS2, HS3, and HS5 increases
in mature erythroid ceils when compared with HPCs, suggesting
that the LCR is furtlier remodeled during differentiation to allow
high-levet 3-globin gene expression. The liuman LCR therefore
follows an activation pattem similar to that of other hematopoietic
loci.’°’4’ Thus, the 1CR may already be activated to some extent by
partial HS occupancy in HPCs, but complete occupancy ofHS and
extended chromatin remodeling would only be aftained in erythroid
cells upon additional binding of stage-specific transactivators. The
analysis ofhistone modifications at different HSs within the LCR
suggests that histone acetylation lias already facilitated an activated
structure at the liuman 1CR, with tlie exception of HS3, in both
human and ln2 bone marrow HPCs. In mature erythroid cells tlie
acetyiation is ffirther increased at ail sites including HS3. The
exceptional behavior of HS3 is possibty related to its “chromatin
opening” ability42 an&or to the particular chromatin organization
oftlie HS3 core region.43
Chromatin at the human p and mouse p major genes is
differently activated during erythropoiesis
The hu3 and mouse 3mai prornoters sliow different pattems of
histone modifications and DNase I accessibility during differentia
tion from HPCs to erythroid cells. The mouse 3maj promoter is
already largely accessible to DNase I digestion in HPCs with a low
level of acetylated H3 and a moderate level of acetylated H4.
During differentiation, accessibility is further increased (in particu
lar, the appearance of the hypersensitive site in tlie promoter
illustrated by the early points in the curve in Figure 3C), H3
acetylation is increased several fold, wliereas H4 acetylation only
doubles when compared tvith controls. In contrast, in human bone
marrow the endogenous hu3 promoter shows a very different
pattem and, importantly, maintains this pattern when the locus is
introduced in mice. It is not accessible (o DNase Tin HPCs and
shows a low level of H4 acetylation but, curiously, a high level of
H3 acetylation. Upon cell differentiation, the liu3 promoter be
cornes more accessible to DNase I, H4 acetylation hardly changes,
but H3 acetylation decreases significantiy. The upstream part oftlie
promoter shows a low level of H3 acetylation, which barely
changes upon differentiation, tvhereas downstream in the gene
histone H3 is already acetylated in HPCs and tlie level increases
several folds upon differentiation. Using a ceil culture—based
system (transformed MEL cells), it lias been reported that the hu3
prornoter is highly acetylated wlien active22; however, we cannot be
certain whether oui data agree or contradict those results as it is not
clear whetlier the liuman locus in MEL celts tvas analyzed before
(nonexpressing) or afier induction of differentiation (expressing).
We conclude tliat the activation of the human and mouse
3-globin promoters is different and tliat (bis difference is intrinsic
to these loci since the liu3 promoter maintains its own activation
program when tlie human 3-globin locus is introduced in tlie
mouse. These differences may explain some of the controversies
that have arisen with respect to activation of 3-globin loci, where
data from patients and mice show that expression and DNase I
accessibility at the hu3 globin gene are lost when the LCR is
deleted (see Grosveld’3 for review), whereas expression and
sensitivity at the mouse 3maj gene is not lost wlien the LCR is
deleted.” Our data indicate that the mouse 3maj, but not the hu3
globin gene, is already accessible to DNase I digestion in HPCs,
suggesting that the 1CR may indeed not be required to achieve
accessibility across the mouse locus. Therefore, even though
studies on the mouse 3-globin locus have been invaluable tools (o
understand aspects of globin gene regulation, differences between
the epigenetic regulation of the human and the mouse loci should
be considered before comparing results obtained with these 2
3-globin loci.
Interestingly, histone hypoacetylation as we observed at the
active hu3 promoter is not unique. Indeed, it has been shown that
several active genes are as hypoacetylated as the surrounding bulk
chromatin.45’46 For example, histone acetylation, as exemplified at
interferon 3 (IfN-p)7 and hormone receptor—dependent genes48 in
mammals, or at FHO8 gene in Saccharomyces cerevisiae,49 is a
transient signal that does flot engender chromatin accessibility by
itself but rather provides a mark tliat facilitates recruitment of
remodeling complexes. The synergy between histone acetylation
and the activity of stvitching/sucrose nonfermenting (SWI/SNF)—
related chromatin-remodeling complex lias been reported previously.5°
Our results are consistent with a multistage activation model in
which the hu3 gene and promoter woutd first be epigenetically
marked by histone H3 acetylation and K4 dirnethylation in bone
marrow HPCs before the onset of high-level transcription. This
mark would subsequently be recognized by activators andlor
remodeling complexes that in tum would guarantee high-level
globin expression in erythroid cells, where indeed chromatin at the
hu3 promoter is dimethylated and remodeled but no longer
acetylated.
The observed decrease of acetylation at the liu3 promoter in
erytliroid cells can be either the consequence of an active deacety
iation mechanism (carried out by HDACs) or ofa passive process.
In TSA-treated Terll9 cells the tg-liu3 promoter is significantly
more acetylated (han in nontreated cells, which suggests that (lie
tg-hu3 promoter is actively deacetylated by ISA-sensitive HDACs
in erythroid cells. The transcription factor eiythroid Krùppel-like
factor (EKLF), which is involved in hu3 prornoter regulation,
might play a causal role in liu3 promoter deacetylation in erythroid
ceils since EKLF was found to interact with HDAC1.51 However,
to date it is still unknown whetlier the EKLf-HDAC 1 interaction at
the hu3 promoter occurs sometime during liematopoiesis.
In summaly, we show tliat the hu3 gene and promoter are
epigenetically marked in adult HPCs, presumably poising the
promoter for activation. The mark at the promoter occurs within a
very defined region, spanning the promoter TATA, CCAAT, and
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CACCC boxes since no significant H3 acetylation at the upstream
huf35 and ijsf3 intergenic regions was detected. During differentia
tion, the huI3 promoter undergoes an extensive chromatin remodel
ing accompanied by histone H3 deacetylation, as revealed by
hypersensitivity to DNase I digestion and histone H3 hypoacetyla
tion in eiythroid celis. Such a pattem of modification is not unlike
what has been observed for the hepatocyte nuclear factor 4a (I-INf
4cr) gene in differentiating CaCo-2 (human, white, colon, adenocar
cinoma) cells.52
Human 3 versus human y gene epigenetic regulation
during development
The fetal -y globin genes are silenced around birth in humans, but in
1n2 the transgenic locus switches from -y to f3 gene expression in the
early fetal liver stage, and only f3 is expressed in erythroid celis
derived from aduit bone manow.14 We show that hu-y promoters are
not acetylated in 1n2 and human bone marrow HPCs, whereas in
HPCs derived from 11 5-dpc fetal livers these are H3 acetylated.
The fact that the huf3 promoter is acetylated in both 11 .5-dpc and
aduit HPCs suggests that this acetylation is linked to an epigenetic
and developmental gene—specific regulatory mechanism. Using
somatic ccli hybrids between fetal human or murine transgenic
erythroblasts and MEL ceils, it was shown that fetal erythroblasts
could express the ‘y genes also in an aduit MEL environment.53’54
This observation together with other ccli fusion experiments55’56
invoked the suggestion that epigenetic changes taking place
sometime during erythroid differentiation might be important for
globin gene switching. Here, we have provided evidence that in
freshly isolated human and murine HPCs, defined epigenetic
mark(s) are linked to developmental-specific globin gene expres
sion in mature erythroid ceils.
Interestingly, TSA-induced H3 acetylation is not sufficient to
reactivate tg-hu-y gene expression in bone marrow erythroid celis.
As previously shown, some HDAC inhibitors are able to induce ‘y
globin gene reactivation in human erythroid cells.576’ from these
studies, it is unclear whether or flot these HDAC inhibitors directly
influence histone acetylation of the human f3-globin locus. On the
other hand, treatment ofbone manow celis with HDAC inhibitors
is flot sufficient to modil’y the pattem ofglobin gene expression in
adult f3—yeast artificial chromosome (f3-YAC) transgenic mice62
canying the whole human f3-globin locus. Thus, epigenetic mecha
nisms other than histone acetylation might influence bu-y gene
regulation. As previously suggested,63 the difference in ‘y gene
reactivation in human and transgenic mouse could also be ex
plained by the absence of a “fetal-regulated” globin gene in mice.
Then, in human celis, HDAC inhibitors could influence the
expression of trans-acting factors, which in mice are either missing
or not influenced by HDAC inhibitors.
It has been shown that mouse and human globin genes can be
expressed at basal levels in adult HPCs but it is flot known whether
this transcription is involved in the maintenance of a local
“potentiated” chromatin structure. Our results confirm that bu-y and
huf3 genes are transcribed in bone marrow and fetal liver HPCs and
show for the first time that this basal expression is neither linked to
the level ofpromoter acetylation nor to the stage-specific activation
ofthese genes in erythroid celis. Thus, basal globin gene expres
sion in HPCs appears to be linked to the human f3-globin locus
potentiation during hematopoiesis but not to the developmental
specific regulation ofglobin genes.
Taken together, our resuits strongly suggest that the pattem of
histone acetylation in HPCs is important for the transcriptional
potentiation of globin genes and, more interestingly, for the
developmentally regulated expression of these genes in erythroid
ceils. We show that the human -y and f3 globin genes and promoters
are epigenetically marked by histone H3 acetylation!dimethylation
in HPCs and we suggest that this mark can be recognized during
differentiation by activators anWor remodeling complexes, such as
EKLF coactivator-remodeling complex 1 (E-RC1),63 to ailow
proper expression in terminally differentiated etythroid ceils.
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